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RESUMO

LIANDA, Regina Lucia Pelachim. Perfil de Substancias Fenolicas de Méis Brasileiros
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Avaliagdo do Potencial Antioxidante.
Seropédica, UFRRJ, 2009. 156 p. Tese de Doutorado em Quimica, Quimica dos
Produtos Naturais.

Avaliou-se a atividade antioxidante para quatro amostras de méis silvestres e cinco
amostras de méis de laranjeira, cujos resultados se mostraram satisfatérios tanto para os
méis quanto para seus extratos. Os teores de fenois totais mostraram-se superiores para os
méis heteroflorais (silvestres) em comparacdo com os homoflorais (laranjeiras). Os teores
de flavonoides totais destas amostras ndo foram tdo significativos quanto de fenois,
sugerindo que nos méis brasileiros os acidos fendlicos sdo bem mais abundantes que os
flavondides. Os estudos realizados com as diferentes amostras de méis demonstraram que o
conteudo de compostos fenolicos foi mais elevado nos méis silvestres, o que explicaria a
maior acdo antioxidante, demonstrada pela atividade sequestradora de radical livre (CEs)
ter sido observado para essas amostras. Isto poderia fundamentar seu uso como alimento
funcional.

Este trabalho descreve a identificagdo de acidos fendlicos e flavonoides em
amostras de méis silvestres, de eucalipto e de laranjeira obtidas de diferentes regides
geograficas. As amostras de méis foram analisadas por CLAE-DAD e UV-visivel. Os
resultados obtidos indicaram que existe uma grande variacdo no perfil dos compostos
fendlicos nos diversos tipos de méis analisados. A andlise do perfil cromatografico
associado ao estudo dos espectros de ultravioleta, permitiu identificar acidos fenolicos e
flavonoides em uma unica corrida de 25 minutos. Para as amostras de méis silvestres foram
identificados os acidos protocatecuico, para-hidroxi-benzoico, vanilico, para-cumarico,
para-metoxi-benzdico e cinamico; e os flavondides morina, quercetina, canferol e
isoquercetina. Para as amostras de méis de eucalipto foram identificados os acidos
protocatecuico, para-hidroxi-benzodico e siringico, além do flavondide tricetina. E para as
amostras de méis de laranjeira foram identificados os 4cidos protocatecuico, para-hidroxi-
benzdico e para-cumdrico como o0s mais representativos, € os flavondides morina,
quercetina, rutina e isoquercetina. Esta foi a primeira vez que os flavondides isoquercetina
e canferol foram relatados em méis brasileiros. Além das andlises quimicas desenvolvidas
nesse trabalho foi realizada também a andlise polinica dos méis monoflorais (eucaliptos e
laranjeiras), a fim de se poder definir e certificar a sua origem botdnica e as suas
propriedades. Levando-se em consideracdo na analise polinica de amostras de mel a
participacao de polen anemofilo e polinifero, bem como a relacdo quantitativa entre o polen
das plantas nectariferas e suas propriedades, obtém-se um diagndstico que pode se
aproximar da verdadeira procedéncia do mel.

Palavras chaves: Acidos fendlicos, Flavondides, Mel, CLAE, Atividade Antioxidante.



ABSTRACT

LIANDA, Regina Lucia Pelachim. Phenolics Profile of Brazilian Honeys Through
HPLC and Evaluation of Antioxidant Potential. Seropédica, UFRRJ, 2009. 156 p. Tese
de Doutorado em Quimica, Quimica dos Produtos Naturais.

The evaluation of the antioxidant activity was carried out for four samples of wild honeys
and five samples of orange honeys and the results were satisfactory both for the honey
samples as well as for their extracts. The total phenolic contents were found to be higher for
the wild samples in comparison with the citrus honeys. Total flavonoid content was found
to be much less significant than that of phenolics, suggesting that, as far as brazilian honeys
are concerned, phenolics are more abundant than flavonoids. The fact that the wild honeys
show higher contents of phenolics may explain the higher antioxidant activity of those
honeys, as indicated by the radical uptake ability (ECso). This ability could support their use
as functional food.

This work describes the identification of phenolics and flavonoids in three samples of wild
honeys, three samples of eucalyptus honeys and seven samples of citrus honeys from
different geographical regions, including atlantic Forest. The samples were analyzed by
HPLC-PDA and UV-VIS spectrometry. The results obtained show that there is a large
variation in the phenolic profiles of the different samples. The analysis of the
chromatographic profile and of the UV-VIS spectra at 230-400 nm allowed the
identification of phenolic acids and flavonoids in a single run of 25 minutes. In the wild
honey samples were identified protocatechuic, para-hydroxybenzoic, vanylic, para-
coumaric, para-methoxybenzoic and cinnamic acids and the flavonoids morin, quercetin,
kaempferol and isoquercetin. In the eucalyptus honeys were identified protocatechuic,
para-hydroxybenzoic and syringic acids together with the flavonoid tricetin. Finally, in the
samples of citrus honeys the main acids identified were protocatechuic, para-
hydroxybenzoic and para-coumaric along with the flavonoids morin, quercetin, rutin and
isoquercetin. This is the first report of the flavonoids isoquercetin and kaempferol (only one
atlantic Forest sample) in brazilian honeys. Besides the chemical analyses described here,
the polen analysis of the monofloral honeys (eucalyptus and citrus) were carried out in
order to define and guarantee their botanical origin as well as their properties. Taking into
consideration the participation of anemophilic and poliniferous polens as well as the
quantitative relationship between nectariferous plants and their properties, a diagnosis is
obtained which is very close to the real origin of the honey.

Keywords: Honey,Phenolic Acids, Flavonoids, HPLC, Antioxidant activity
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1 - INTRODUCAO

1.1 — A Historia da Apicultura e do Mel

O mel, que ¢ usado como alimento pelo homem desde a pré-historia, por varios
séculos foi retirado dos enxames de forma extrativista e predatoria, muitas vezes causando
danos ao meio ambiente ¢ matando as abelhas. Entretanto, com o tempo, o homem foi
aprendendo a proteger seus enxames, a manté-los em colméias racionais ¢ maneja-los para
obter maior producdo de mel sem causar prejuizo para as abelhas. Nascia, assim, a
apicultura (CAMARGQO et al., 2003). Essa atividade atravessou o tempo, ganhou o mundo
e se tornou uma importante fonte de renda para varias familias. Hoje, além do mel, ¢
possivel explorar, com a criagdo racional das abelhas, produtos como: polen apicola, cera,
propolis, geléia real, apitoxina, rainhas e polinizagao.

Muitas das terapias milenares de civilizagdes antigas utilizaram os produtos das
abelhas como valioso recurso terapéutico e/ou conservativo. As historias da medicina das
civilizagdes tibetana, egipcia e greco-romana sdo muito ricas, todas contendo em seus
escritos antigos, centenas de receitas onde sdo citados, principalmente mel, propolis, larvas
de abelhas e as vezes as proprias abelhas, para curar ou prevenir enfermidades. Merece
destaque a Biblia Sagrada, oriunda da Civilizagdo Hebraica, que em alguns textos enaltece
ao mesmo tempo em que enobrece as propriedades alimenticias e medicinais do mel
(PARK et al., 2003).

Apesar dos egipcios serem considerados os pioneiros na criacdo de abelhas, a
palavra colméia vem do grego, pois os gregos colocavam seus enxames em recipientes
com forma de sino feitos de palha trancada chamada de co/mo. Naquela época, as abelhas
j& assumiam tanta importancia para o homem que eram consideradas sagradas para muitas
civilizagdes. Com isso varias lendas e cultos surgiram a respeito desses insetos. Com o
tempo, elas também passaram a assumir grande importancia econdmica € a ser
consideradas um simbolo de poder para reis, rainhas, papas, cardeais, duques, condes ¢
principes, fazendo parte de brasdes, cetros, coroas, moedas, mantos reais, entre outros (O
MEL, 2003; http://www.apicultura.com/index_sp.htm,2007).

Conhecido desde a antiguidade, o mel foi durante muito tempo o unico edulcorante
usado pelo homem, até ser gradativamente substituido por acucares refinados
manufaturados, como aqueles extraidos da cana-de-agucar e da beterraba (O MEL, 2003;
http://www.apicultura.com/index_sp.htm,2007).

Os primeiros imigrantes vindos ao Brasil no século dezenove, principalmente
alemaes, trouxeram consigo as abelhas, vulgarmente chamadas de "européias" (4pis), bem
como a cultura de manipular e de tratd-las. Entretanto, o pasto para as abelhas aqui era
diferente do europeu, logo, tanto o homem quanto as abelhas tiveram de aclimatar-se as
novas condi¢gdes de vida (O MEL, 2003; http://www.apicultura.com/index_sp.htm,2007).

O mel ¢ o produto mais importante da atividade apicola no Brasil, do ponto de vista
quantitativo e econdmico. A historia do uso do mel esté paralela a histéria do homem, e em
cada cultura a evidéncia disto pode ser encontrada no seu uso como uma fonte de alimento
e como um simbolo empregado em cerimonias religiosas, magicas e terapéuticas
(CARTLAND, 1970; CRANE, 1980; ZWAENEPREL, 1984).



Na legislagdo brasileira (Instrugdo Normativa n® 11, 20.10.2000) “entende-se por
mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas a partir do néctar das flores ou
das secregdes procedentes de partes vivas das plantas ou secregdes de insetos sugadores de
plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam maturar nos favos da
colméia” (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -MAPA).

Embora o mel seja um alimento de alta qualidade nutricional (valor energético alto),
apenas o seu consumo, mesmo em grandes quantidades, ndo ¢ suficiente para atender a
todas as nossas necessidades nutricionais. Suas propriedades sensoriais tém atraido
milhares de consumidores (MOREIRA & DE MARIA, 2001).

Atrés dessa aparente simplicidade, esconde-se um dos produtos bioldgicos mais
complexos. E o seu valor comercial estd relacionado a sua origem floral, que ¢ um dos
principais parametros de qualidade. Alguns méis monoflorais sdo mais apreciados do que
outros devido as suas propriedades de aroma e sabor, bem como atributos farmacologicos.
O aroma ¢ um dos atributos sensoriais mais atraentes para o consumidor.

A qualidade do mel depende de um lado de sua composi¢do quimica,
principalmente quanto aos diferentes tipos de agucares, sais minerais e agua. De outro lado,
fazem parte do mel os grdos de polen provenientes, na sua maior parte, das plantas
fornecedoras de néctar, as chamadas plantas nectariferas. Certa percentagem do pdlen no
mel pode ainda ser proveniente de plantas anemofilas, isto €, cujas flores ndo produzem
néctar, somente polen, disperso pelo vento, mas que pode ser de interesse para as abelhas
como fonte nutricional. Ha ainda, as chamadas plantas poliniferas que fornecem bastante
polen e podem oferecer pouco néctar. A maioria das plantas sdo poli-nectariferas
(Eucalyptus, Vernonia).

O mel ¢ classificado, na maioria das vezes, de acordo com as plantas utilizadas na
sua elaboracdo. As plantas nectariferas compreendem um grande ntimero de espécies
variando de regido para regido (BARTH, 1989; 2004). Caracteristicas fisico-quimicas
constantes tais como consisténcia, cor, odor, sabor € aromas, ocorrem somente em méis
chamados monoflorais ou uniflorais, isto ¢, aqueles procedentes, principalmente, do néctar
de uma so espécie vegetal, por exemplo, mel de laranjeira, mel de eucalipto, etc. De outro
lado estdo os méis multiflorais, ou poliflorais, ou heteroflorais, também chamados de
silvestres, ndo sendo constantes as suas caracteristicas; sdo menos apreciados pelos
consumidores. E ainda, os méis extraflorais, chamados de méis de melato (“honeydew”),
sdo méis obtidos a partir de excrecdo de insetos sugadores de plantas, além dos méis de
seiva (cana) (SAWYER, 1975).

Os méis florais podem ser identificados por andlise microscopica que identifica e
quantifica os graos de pdlen. Atualmente, existe um grande interesse em se caracterizar o
mel através da andlise polinica juntamente com a fisico-quimica. A andlise polinica
depende de grande experiéncia por parte do analista ja que se baseia na analise morfologica
do pdlen, a partir de descrigdes da literatura. Para que o nome da planta apicola possa ser
citado na tipificacdo do mel, € necessario que tenha no minimo 45% de dominancia em
graos de polen, e seja colhido, igualmente, de uma regido com predominancia floral na area
de visitacdo das abelhas do apiario (LOUVEAUX et al., 1978; BARTH, 1989). A ciéncia
que identifica e quantifica os graos de pdlen no mel, para conhecer as fontes de néctar em
cada regido floristico-geografica, e que estima a origem floral dos méis, ¢ conhecida como
Melissopalinologia.



O Brasil ¢, atualmente, o décimo-primeiro produtor mundial de mel, ficando atras
da China, Estados Unidos, Turquia, Argentina, México e Canada (CAMARGO et al.,
2003).

A apicultura no Brasil tem se destacado como uma atividade de beneficios sociais,
econdmicos e ecoldgicos. Apesar da abundante e diversificada flora brasileira e da
rusticidade das abelhas africanizadas representarem potencial para obtencdo de mel e
derivados de excelente qualidade, a apicultura tem muito para se desenvolver no pais, €
pouco ainda se sabe, sobre as propriedades e caracteristicas do nosso produto. Assim,
levando em conta a grande variedade do clima e da flora, extremamente rica no Brasil, a
producdao de mel e sua composicdo merecem especial atencdo, de forma a direcionar o
apoio para o controle e desenvolvimento da qualidade deste produto.

1.2 — Composicao Quimica e Propriedades do Mel

O mel ¢ uma mistura complexa de carboidratos, enzimas, acidos aminados,
acidos, minerais, substancias aromaticas, vitaminas, pigmentos, ceras e graos de polen.
Ao todo ja foram encontradas mais de 180 substancias em diferentes tipos de méis
(CRANE, 1996; WHITE, 1979). Sua composig¢do, cor, aroma e sabor dependem,
principalmente, das floradas, das regides geograficas, do clima e da espécie de abelha
(ANKLAM, 1998; FELSNER, 2001). Alguns dos componentes sao devido a maturacao
do mel, alguns sao adicionados pela abelha e alguns sdo derivados das plantas. Pequenas
alteragdes na composi¢do quimica do mel podem ser atribuidas aos efeitos de
processamento e estocagem (TAN et al., 1989a; FELSNER, 2001).

A variedade infinita €, de fato, uma grande atra¢do do mel, e pode ser uma fonte
rica de pesquisas e estudos. De um modo geral podemos dizer que o mel ¢ constituido por
trés grupos de componentes essenciais: agua (17%), glicidios (80%) e substancias diversas
(3%), como enzimas, aminoacidos, acidos organicos, flavondides e matérias minerais. A
Tabela 1 apresenta a composi¢ao fundamental do mel.

A fracdo monossacaridica do mel ¢ composta basicamente pelos agucares simples,
glicose e frutose, numa proporcdo que varia de 22 % a 40,7 % para a glicose e de 27,2 % a
44,2 % para a frutose, de acordo com a florada. Ja os méis de melato sdo pobres em ambas
as hexoses (MOREIRA & DE MARIA 2001).

A glicose ¢ um dos responsaveis pela granulagdo do mel, cuja tendéncia pode ser
estimada pela relacdo G/A (glicose/dgua), e o teor de graos de podlen também favorece a
precipitacdo, além de outros fatores como por exemplo a agitagdo do mel (centrifugacao,
transporte). O maior problema resultante dessa precipitagdao de glicose ¢ o aumento do teor
de umidade da fase liquida que permite que células de leveduras osmofilicas
(microrganismos, que se desenvolvem em condicdes de atividade de agua baixa e
concentracao de glicidios alta), que ocorrem naturalmente no mel, se multipliquem e
provoquem a fermentacdo do produto, com o aumento da acidez (MOREIRA & DE
MARIA, 2001). A glicose pode ainda favorecer acidez ao mel pela acdo da enzima
glucose-oxidase, com formacgdo de acido gluconico, que constitui 70 a 90% dos acidos
organicos do mel.



Tabela 1. Composi¢ao fundamental do mel (WHITE, 1979).

Componentes Média Desvio padrao Variacao
Umidade (%) 17,2 1,46 13,4-229
Frutose (%) 38,19 2,07 27,25 - 44,26
Glicose (%) 31,28 3,03 22,03 - 40,75
Sacarose (%) 1,31 0,95 0,25-17,57
Maltose (%) 7,31 2,09 2,74 - 15,98
Acgucares totais (%) 1,50 1,03 0,13 -8,49
Outros (%) 3,1 1,97 0,0-13,2
pH 3,91 - 3,42-6,10
Acidez livre (meq'kg’l) 22,03 8,22 6,75-47,19
Lactose (meq'kg'l) 7,11 3,52 0,00 - 18,76
Acidez total (meqkg™) 29,12 10,33 8,68 - 59,49
Lactose/Acidez livre 0,335 0,135 0,00 - 0,950
Cinzas (%) 0,169 0,15 0,020 - 1,028
Nitrogénio (%) 0,041 0,026 0,00 - 0,133
Diastase 20,8 9,76 2,1-61,2

Além da sacarose, diversos outros di e trissacarideos sdo encontrados no mel. O
dissacarideo em maior propor¢do ¢ a maltose, cujos teores podem variar de 1% a 16%,
dependendo da florada e da regido de origem (WHITE, 1979). O teor de sacarose em geral
nao ultrapassa 8%, sendo que uma taxa elevada pode indicar uma colheita prematura do
mel, isto ¢, um produto em que a sacarose ainda ndo foi totalmente transformada em glicose
e frutose pela agdo da invertase (AZEREDO et al., 1999).

A coloracao do mel depende quase que, exclusivamente, da origem da flor, podendo
ser claro, vermelho, dourado ou escuro. Dependendo da coloragdo, o sabor € o aroma
sofrem alteragdes, preservando o valor nutritivo. Quanto mais escuro o mel, maior a
quantidade de minerais este possui. Nos méis de diferentes origens botanicas foi encontrada
predominancia da cor clara sobre a escura. O peso total dos elementos minerais (teor de
cinza total) varia de 0,02% a valores proximos de 1% (WHITE, 1979); e o principal
mineral constituinte do mel € o potassio.

As enzimas presentes em maiores quantidades no mel sdo a invertase, amilase
(diastase) e glucose-oxidase, produzidas nas glandulas hipofaringeanas das abelhas e



adicionadas ao néctar na vesicula melifera enquanto a abelha transporta o néctar ou melato
para a colméia. A invertase promove a hidrélise da sacarose do alimento coletado em
glicose e frutose. A diastase ¢ a enzima que hidrolisa o amido e sua presenga ¢ um
indicativo de qualidade. A glucose-oxidase, em solugdes diluidas, reage com a glicose
formando acido gluconico e peroxido de hidrogénio, capaz de proteger o mel da agdo
bacteriana (LENGLER, 2004).

Os acidos organicos (0o pH médio em torno de 4) compreendem uma pequena
por¢ao do mel (cerca de 0,5 %) e a acidez total pode ser um indicador de fermentagao.
Sabe-se que o 4acido gluconico estd presente em maior quantidade. J& em menor
quantidade, podem-se encontrar outros acidos como: férmico, acético, benzoico, butirico,
lactico, oxalico, malico, succinico, pirtvico, glicolico, citrico, fenilacético, tartarico,
maleico, piroglutamico e valérico (STRINSON et al., 1960; WHITE, 1979; ANDRADE et
al., 1997; HUIDOBRO et al., 2002).

Os derivados de acidos fenolicos também devem ser destacados, visto que muitos
deles sdo importantes por conferir aroma e sabor. Segundo Amiot et al. (1989) os
compostos fendlicos de méis podem ser divididos em trés grupos: acidos benzdicos e seus
¢steres; acidos cinamicos e seus ésteres e flavonoides livres. A propor¢do desses trés grupos
varia enormemente nos méis conforme as origens florais.

O mel contém menos que 0,3% de aminoacidos, sendo a prolina o mais abundante. O
pélen ¢ a principal fonte de aminoacidos, que também podem ser originados do néctar, do
melato e das abelhas (WHITE, 1979). Wooton et al. (1976) constataram, em seis amostras
de méis australianos, os seguintes aminodcidos livres: leucina, isoleucina, histidina,
metionina, alanina, fenilalanina, glicina, acido aspartico, treonina, serina, acido glutdmico,
prolina, valina, cisteina, tirosina, lisina e arginina.

Embora em concentragdes infimas, vitaminas, tais como: B1, B2, B3, B5, B6, B8,
B9, C e D também sdo encontradas no mel, sendo facilmente assimildveis pela associagdo a
outras substancias como os carboidratos, sais minerais, oligoelementos, 4cidos organicos e
outros (CRANE, 1985).

O conteudo de agua do mel pode variar de 15 a 21%, sendo normalmente
encontrados niveis de 17% (MENDES & COELHO, 1983). Apesar da legislacdo brasileira
permitir um valor maximo de 20%, valores acima de 18% ja podem comprometer sua
qualidade final. Entretanto, niveis bem acima desses valores ja foram encontrados por
diversos pesquisadores em diferentes tipos de mel (CORTOPASSI-LAURINO & GELLY,
1991; AZEREDO et al., 1999; MARCHINI, 2001).

Em condi¢des especiais de niveis elevados de umidade, o mel pode fermentar pela
acdo de leveduras osmofiliticas (tolerantes ao aclcar) presentes também em sua
composicao (CRANE, 1985).

Atividade enzimatica poderia ser uma medida de exposi¢do do mel ao aquecimento
em processamento ou estocagem do mesmo. Entretanto, esse valor € menos exato do que o
contetdo de HMF (hidroximetilfurfural — que pode ser obtido pela hidrolise da frutose,
devido ao aquecimento acima de 45°C), porque a atividade enzimadtica varia muito para
diversos méis. Isso € devido ao fato de que diferente quantidade de saliva contendo enzimas
pode ser adicionada pelas abelhas ao mel sob condi¢des diversas. A atividade da enzima
diastase em mel ¢ relacionada ao tratamento de aquecimento (ANKLAM, 1998). De



qualquer forma, as concentragdes de diastase e de HMF representam os parametros usados
para avaliar o frescor do mel e algumas legislagdes usam somente o teor de diastase
(SANCHO et al., 1992). Segundo DE MARIA & MOREIRA (2003) o furfural ¢ altamente
reativo e, portanto, niveis mais baixos de furfural poderiam ndo refletir de maneira
fidedigna o processamento inadequado do mel.

O mel, como uma fonte de antioxidantes, tem sido relatado como eficaz contra o
escurecimento enzimatico de frutas e vegetais (CHEN et al.,, 2000), a deterioragdo
oxidativa de alguns alimentos (McKIBBEN & ENGESETH, 2002) e no controle do
crescimento de patdogenos em alimentos (TAORMINA et al, 2001). Propriedades
antissépticas e antibacterianas também sao atribuidas ao mel (RACOWSK et al., 2007).
Sua propriedade antibacteriana foi estudada por diversos autores (WHITE & SUBERS,
1963; CORTOPASSI-LAURINO & GELLY, 1991; COOPER et al., 1999). Foram
estudadas também suas acdes fungicida (EFEM et al., 1992), cicatrizante e promotora da
epitelizagdo das extremidades de feridas (EFEM, 1988).

Mais recentemente foi descoberto que o mel apresenta um efeito inibitério sobre
aproximadamente 60 espécies de bactérias incluindo aerdbicas e anaerdbicas, gram-
positivas e gram-negativas. Uma a¢do antifungica foi também observada em algumas
leveduras e espécies de Aspergillus e Peniccilium (MOLAN, 1992).

No contexto desse trabalho, énfase foi dada para separagdo e caracterizagdo das
substancias fenodlicas encontradas nas amostras de méis brasileiros, em conformidade com
trabalhos descritos anteriormente em nosso grupo (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004;
MONTAGNI, 2005), bem como foram determinados os teores de compostos fendlicos e
flavondides totais das amostras dos méis e de seus extratos, além da avaliagdo do potencial
antioxidante dessas amostras em relagdo a padrdes comerciais.

Antes, porém, de relatar os resultados obtidos nesse trabalho, ¢ importante
apresentar dados da literatura demonstrando algumas importantes propriedades biologicas
das substancias fenolicas, tais como flavonodides e acidos fenodlicos em diferentes matrizes
estudadas, ou seja, também em outros alimentos, como por exemplo, vegetais, frutas,
sementes, condimentos e bebidas.



2 — AS SUBSTANCIAS FENOLICAS

2.1 - Rota Biossintética

Um dos aspectos fundamentais da quimica de produtos naturais ¢ a biossintese,
que sugere os processos pelos quais as substancias sdo sintetizadas nos organismos vivos
vegetais. Os produtos do metabolismo especial de uma planta se dividem em grupos de
substancias que possuam semelhangas entre seus esqueletos basicos; cada um desses
grupos tem origem de um precursor proprio, o que caracteriza a biogénese dos seus
representantes.

O conhecimento do perfil quimico aliado as propostas biossintéticas das diferentes
classes de metabdlitos da familia vegetal em estudo ¢ muito importante no processo de
elucidagdo estrutural das substincias. Assim, através deste conhecimento associado aos
dados fisicos obtidos de anélises espectroscopicas, pode-se propor uma estrutura preliminar
que auxilie na caracterizagdo completa dos produtos naturais isolados.

Devido as observagdes acima, foi considerado importante descrever um pouco da
rota biossintética dos derivados fenolicos, com enfoque especial para os derivados do acido
benzodico, do acido cindmico e os flavondides, uma vez que estes sdo considerados
possiveis marcadores biologicos presentes nos méis monoflorais e/ou heteroflorais,
podendo entdo, auxiliar na determinagdo da origem botanica e/ou geografica desses
produtos apicolas.

Os acidos fenolicos naturais sejam eles derivados do acido benzdico ou do éacido
cindmico, tém a sua origem derivada da rota do 4acido chiquimico.

O acido chiquimico é o precursor de muitos constituintes quimicos das plantas
que contenham anel aromatico em sua estrutura. As substancias aromadticas derivadas do
acido chiquimico apresentam um padrdo de hidroxilagdo do anel aromatico que sdo
semelhantes as estruturas do catecol ou do pirogalol (Figura 1).

CO,H OH

OH go OH

HO OH OH
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Figura 1. Estruturas do acido chiquimico (1), do catecol (2) e do pirogalol (3).

A formagao do acido chiquimico procede dos precursores de trés e quatro atomos de
carbono, o fosfoenolpiruvato (PEP) e a eritrose-4-fosfato, respectivamente, através de uma
série de etapas como ilustrado na Figura 2.

A reacdo do acido chiquimico com fosfoenolpiruvato conduz a formagdao do
chiquimato 3-fosfato, que sob a influéncia da enzima corismato sintase, sofre a perda de



acido fosforico produzindo o corismato. O corismato através da agdo da enzima corismato
mutase, sofre um rearranjo de Claisen para gerar o prefenato. Finalmente, a aminagao
redutiva do prefenato forma a fenilalanina, que ¢ um aminoacido importante na construgao
de outras substancias naturais, tais como as proteinas, alcaldides e o acido cindmico
(substancia com esqueleto Cg-C3). O acido cindmico ¢ formado a partir da fenilalanina,
pela a¢do da enzima L-fenilalanina amoénia liase (PAL), que é capaz de catalisar a remogao
da amonia (Figura 2; MANN, 1987).

A importancia do 4cido cinamico e de seus derivados acido para-hidroxicindmico
(para-cumarico), acido 3,4-diidroxi-cindmico (4cido cafeico), acido 4-hidroxi-3-metoxi-
cinamico (acido feralico), acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-cinamico (acido sindpico) e acido
para-metoxi-cindmico como constituintes naturais € como provaveis progenitores para a
formacao de outras substancias contendo esqueleto do tipo Ce¢-C; foi descrita (DEWICK,
2001). A maioria desses derivados ¢ formada a partir de processos oxidativos e/ou de
reagOes de metilagdao (sendo estes derivados formados pela acdo do cofator enzimatico S-
adenosil metionina-SAM) sobre o acido cindmico (Figura 3).
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Figura 2. Proposta biossintética para o acido cinamico (MANN, 1987).
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Figura 3. Proposta biossintética para derivados do 4cido cinamico (MANN, 1987).

O 4cido cafeico ¢ largamente distribuido nas plantas superiores na forma de seu
¢ster com o 4acido quinico; e € conhecido como acido clorogénico (acido 3-O-
cafeiolquinico; Figura 4). A formagdo do acido clorogénico nas plantas superiores a partir
da fenilalanina (ou acido cindmico) foi estabelecida através de experimentos de marcagao
isotopica dos precursores com carbono quatorze (14C).

OH Acido cafeico
TOCH: CH OH
(0)
Acido HOO OH
quinico Acido clorogénico
OH OH

Figura 4. Estrutura do acido clorogénico.

Evidentemente, os acidos cinamoilquinico sdo produtos finais; eles se acumulam
nas plantas, e embora exista alguma razdo para acreditar que eles sofram alteracdes
metabolicas, sdo colocados na rota principal de formacgdo das substidncias com esqueleto
Cs-Cs. Deve-se pressupor que a reagdo de esterificagdo pela qual o residuo cinamoil é
ligado ao grupo hidroxila do acido quinico envolve o éster do acido cindmico com a
coenzima A. Este éster representa o ponto de partida para muitos tipos de metabolismos do
acido cinamico: formagdo de éster, f-oxidagao, reducdo de aldeidos e extensdo de cadeia



pela reacdo com unidades de malonil-CoA para formar classes de substancias que possam
ser representadas por Cg-C3(Co)p.

O 4acido benzoico e os seus derivados acido para-hidroxi-benzodico, acido vanilico,
acido siringico, acido protocatecuico, acido galico e 4cido gentisico sdo também largamente
distribuidos nas plantas superiores, e ocorrem geralmente, como ésteres alquilicos (-COOR)
ou glicosidicos (-COO-gli: acucares ligados a hidroxila fendlica). Na Figura 5 sdo
mostrados alguns desses acidos de ocorréncia natural.

COOH COOH COOH COOH

i i i ~OCH; H3CM<)\0CH3
OH OH OH
acido benzoico acido para-hidroxi-  Aacido vanilico acido siringico
benzéico
COOH COOH COOH
OH
OH H OH H
OH OH
acido protocatecuico acido galico acido gentisico

Figura 5. Derivados de acido benzoico de ocorréncia natural.

Dos 4cidos mostrados na Figura 5, o 4cido gélico é derivado do é&cido 3-
desidrochiquimico (intermediario do acido chiquimico, Figura 6). O acido protocatecuico
pode ser formado pela degradacdo da fenilalanina e pela hidroxilagdo do éacido para-
hidroxi-benzdico. A hidroxilagao direta do 4cido protocatecuico para formar o acido galico,
embora rara, também ¢ conhecida (Figura 6).
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Figura 6. Biossintese do acido galico (MANN, 1987).

Os 4acidos para-hidroxibenzoico, vanilico, siringico, protocatecuico e gentisico sdo
originados da fenilalanina ou do &cido cindmico. Similarmente, os acidos fertlico e
sinapico podem ser convertidos ao acido vanilico e siringico, respectivamente, pela perda
de uma unidade com dois atomos de carbono.

O esqueleto basico dos flavonoides, dois anéis aromaticos conectados por uma
ponte de trés atomos de carbono (Cs-C3-Cy), resulta de rotas biossintéticas separadas: a
do acido chiquimico e a do acetato via dcido maldnico. A via do acido chiquimico
origina a fenilalanina, precursor do acido cinamico, sendo este responsavel pelo anel
aromatico B e a ponte de trés carbonos. O outro anel aromatico, anel A do esqueleto
basico dos flavonoides ¢ formado pela rota do acetato (Figura 7).

Acido
chiquimico

Acetato

Figura 7. Esqueleto basico dos flavonoides.
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O primeiro flavonoide formado na biossintese € a chalcona e todas as outras formas
sao derivadas desta através de varias outras rotas (MARKHAN, 1982). A chalcona ¢
formada pela condensagao de 4-cumaroil CoA com trés moléculas de malonil CoA, através
da agdo da chalcona sintase, enzima limitrofe da sintese de flavondides, pois catalisa a
formagdo do esqueleto C;s, e deste modo a entrada de hidroxicinamatos na biossintese. A
ciclizagdo da chalcona durante a sintese da flavanona ¢ catalisada pela chalcona isomerase
encontrada fortemente complexada com a chalcona sintase. A flavanona € precursora de
trés diferentes classes de flavonodides, isto €; flavonas, isoflavonas e diidroflavondis. Na
formacao das flavonas e flavondis ocorre a introdug¢dao de uma ligacdao dupla entre C, e Cs.
Dois passos sdo necessarios para esta conversao onde sdo descritas duas flavonas sintase:
flavona sintase 1 (dioxigenase) e flavona sintase Il (monoxigenase). A monoxigenase
dependente da citocromo P-450, que também catalisa a epoxidacdo para a formagdo das
isoflavonas. Os diidroflavondis sdo formados pela a¢do de uma flavanona-3-hidroxilase
(DEY & HARBONE, 1997; HELDT, 1997). A Figura 8 indica as reacdes enzimaticas
envolvidas na produgdo de algumas classes de flavonoides.
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Figura 8. Biossintese dos flavondides [E-1: chalcona sintase, E-2: chalcona isomerase,

E-3: flavona sintase I (2-hidroxiflavanona sintase), E-4: flavona sintase II (2-
hidroxiflanona sintase), E-5: isoflavona sintase (2-hidroxiisoflavona sintase), E-6:

flavanona-3-hidroxilase e E-7: flavonol sintase); (DEWICK, 2001)].
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Outras modificagdes podem ocorrer em varios estagios, resultando em hidroxilagao
adicional (ou reducdo); metilagdo de grupos hidroxila ou do nticleo flavonico; isoprenilagao
de grupos hidroxila ou do nucleo flavonico; metilacdo de grupos diidroxilicos em posicao
orto; dimerizacao (para produzir bisflavonodides); formagdo de bissulfatos; e também,
glicosilagdo de grupos hidroxila (para formar os flavonoides O-glucosidicos) ou do nucleo
flavonico (para formar flavondides C-glucosidicos) (MARCANO & MASAHISA, 1991;
DEWICK, 1998).

2.2 — Distribuicao nos Alimentos

As substancias fenolicas contribuem para as propriedades sensoriais (cor, aroma,
adstringéncia) de frutas, mel, bebidas e vegetais. Essas substancias sdo metabolitos
especiais de plantas e estdo, geralmente, envolvidos na defesa contra radiacdo UV ou
agressdo por patdgenos. Contudo, varias matrizes tém sido estudadas como fontes de
antioxidantes naturais potencialmente seguros em substitui¢do aos artificiais, assim como
de mais baixo custo de obtengdo ¢ alta eficiéncia em relagdo aos antioxidantes naturais que
vém sendo empregados na industria de alimentos (acido ascorbico e tocoferdis). Dos varios
compostos que tém sido isolados, uma ampla faixa de polifendis de plantas, apresentando
propriedades antioxidantes tem sido estudada, e proposta para prote¢do contra oxidacao
lipidica (MOURE et al., 2001).

Adicionalmente, nos Gltimos anos, pesquisas mostraram que o consumo de vegetais
e bebidas ricos em polifendis pode reduzir o risco do desenvolvimento de varias doengas
(DUTHIE et al., 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002). Assim, varios estudos tém também
analisado o potencial antioxidante de uma grande variedade de alimentos vegetais (semente
de cacau, feijoes, condimentos e frutas). Entre as bebidas, destacam-se o vinho tinto, o cha
preto e o verde. Sementes como as de tamarindo, canola, gergelim, linhaca e girassol sdo
outras fontes de antioxidantes naturais (DUTHIE et al, 2000; MOURE et al., 2001;
SCALBERT & WILLIAMSON, 2000).

A Figura 9 mostra as estruturas quimicas de alguns dos principais compostos
fendlicos comumente encontrados em alimentos. Distingdes devem ser feitas entre os
acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e lignanas. Além dessa diversidade estrutural, os
polifenois podem estar associados ainda, com carboidratos, dcidos organicos € com outros
fendis (MANACH et al., 2004).

14



ACIDOS HIDROXIBENZOICOS ACIDOS HIDROXICINAMICOS
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Figura 9. Estruturas quimicas de polifen6is comumente encontrados em alimentos.

Os 4cidos fenolicos compreendem os derivados do acido benzoico e do acido
cinamico. O contetido dos acidos hidroxibenzdicos nos alimentos €, geralmente, muito
baixo, com exce¢do de certas frutas vermelhas, rabanete e cebola, que podem ter
concentragdes de algumas dezenas de mg/kg de peso fresco. Cha € uma importante fonte de
acido galico, folhas de cha podem conter até 4,5 gkg™ de peso fresco. Geralmente, esses
acidos aparecem esterificados ou fazendo parte de estruturas mais complexas como a dos
taninos (MANACH et al., 2004).

Os acidos hidroxicindmicos s@o mais comuns do que os acidos hidroxibenzoicos e
consistem, principalmente, dos acidos para-cumarico, cafeico, ferulico e sindpico. Também
podem ser encontrados livres ou esterificados nos alimentos. O acido cafeico e o acido
quinico se combinam para formar o 4cido clorogénico (Figura 4, p. 9), o qual ¢ encontrado
em muitos tipos de frutas e em altas concentragdes no café¢ (MANACH et al., 2004). O
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acido cafeico, livre ou esterificado, ¢, geralmente, o 4cido fendlico mais abundante e
representa entre 75 e 100% do total do contetido de acidos hidroxicindmicos da maioria das
frutas. Esses acidos sdo encontrados em todas as partes da fruta, embora estejam em
maiores concentragdes nas partes menos maduras do fruto. As concentracdes geralmente
diminuem durante o processo de amadurecimento, porém as quantidades totais aumentam
com o aumento do tamanho do fruto. O acido feralico ¢ o mais abundante encontrado em
graos cereais. O seu conteudo em grao de trigo ¢ aproximadamente 0,8-2 g'kg'l de peso
seco, que pode representar até 90% do total de polifendis. As farinhas de arroz e aveia
contém aproximadamente a mesma quantidade de acidos fenolicos que a farinha de trigo,
enquanto o conteido na farinha de milho ¢ cerca de trés vezes maior (MANACH et al.,
2004).

Apesar de se saber que muitos alimentos apresentam flavonodides e/ou acidos
fendlicos, e que estes sdo ingeridos na dieta diaria dos seres vivos, o mecanismo de
absorcdo digestiva e a biodisponibilidade dessas substincias ndo estdo ainda
completamente explicados. Teoricamente, estas substancias sao pouco absorvidas na parte
superior do trato digestivo e a sua digestdo depende da presenca de enzimas que podem
quebrar as moléculas de flavonoides e transforma-los em acidos fendlicos (MANACH et
al., 1995; WINTER, 1989).

Os flavonodides constituem uma larga familia de pigmentos fendlicos encontradas
nas plantas e alimentos. Eles estdo geralmente presentes em baixas concentracdes (~15-30
mgkg! de peso fresco). Estes grupos de fenolicos sdo responsaveis pelas cores de muitas
frutas e vegetais e sdo encontrados também em graos, nozes, folhas e flores (COOK &
SAMMAN, 1996). Portanto, sdo constituintes importantes na dieta humana, e embora nao
sejam considerados nutritivos, o interesse nessas substancias nasceu por causa dos possiveis
efeitos sobre a satide humana, principalmente, as atividades antimicrobianas e anticancer
(HERTOG et al., 1992).

A quimica dos flavondides ¢ complexa devido ao fato de na sua maioria
corresponderem a formas conjugadas, ligando-se a agucares ou mais grupos fendlicos. Os
flavondis e as flavonas ocorrem geralmente como glicosideos, principalmente, nas folhas e
outras partes das plantas acima da superficie do solo, pois sua biossintese ¢ estimulada pela
luz (HERTOG et al., 1992). Os flavonoéis sdo os que mais se destacam nos alimentos, sendo
os principais representantes a quercetina e o canferol (Figura 8, p. 13). As flavonas sdo
menos comuns em frutas e vegetais e consistem, principalmente, dos glicosideos de
luteolina e apigenina (MANACH et al., 2004).

As antocianinas sdo pigmentos dissolvidos na seiva dos tecidos das flores e frutas,
que dao a coloragdo rosa, vermelho, azul ou violeta. Elas existem em diversas formas
quimicas, coloridas e ndo coloridas, de acordo com o pH. Embora sejam altamente
instaveis na forma aglicona (antocianidinas), enquanto presentes nas plantas, sdo resistentes
a luz, pH e condi¢des de oxidacdo, que sdo suficientes para degrada-las. A degradacdo ¢
diminuida pela glicosilacdo e pela esterificagdo com varios acidos como o citrico e o
malico, além de acidos fendlicos. Na dieta humana, as antocianidinas sdo encontradas nos
vinhos tintos, em certas variedades de cereais e vegetais (rabanete, beterraba, cebola, etc), e
sdo muito abundantes nas frutas. O conteudo nos alimentos €, geralmente, proporcional a
intensidade da cor e alcanga valores de 2-4 g‘kg'1 de peso fresco. A cianidina (Figura 8, p.
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13) tem sido descrita como a mais comum antocianidina em alimentos (MANACH et al.,
2004).

As frutas e as bebidas, tais como cha e os vinhos tintos, constituem a principal fonte
de polifendis. Certos polifendis tais como a quercetina, sdo encontrados em varios tipos de
matrizes (frutas, vegetais, cereais, leguminosas, sucos, chd, vinhos, mel, propolis, polens,
etc), enquanto outros sdo especificos de um tipo de alimento (flavanonas em frutas citricas,
isoflavonas em soja). Em muitos casos, os alimentos contém misturas complexas de
polifenois de dificil caracterizagdo. A maga, por exemplo, contém mondomero de flavonol
ou oligobmeros, 4acido clorogénico e quantidades pequenas de outros dacidos
hidroxicinamicos, quercetina glicosilada e antocianidinas (MANACH et al., 2004).

Hé numerosos fatores que podem afetar o conteido de polifendis nas plantas, que
incluem amadurecimento no tempo de colheita, fatores ambientais, processamento e
estocagem. Os fatores ambientais sdo os de maior efeito; esses fatores podem ser climaticos
(tipo de solo, exposicdo ao sol, umidade, etc) ou agrondmicos (cultura em estufas ou
campo, cultura biologica, cultura hidropdnica, rendimento de frutas por arvore etc.).
Exposi¢do a luz tem um notavel efeito sobre a maioria dos flavondides. O grau de
amadurecimento afeta consideravelmente as concentragdes e proporcdes de varios
polifenois. Em geral, as concentracdes dos acidos fenolicos diminuem durante o
amadurecimento, enquanto as concentragdes de antocianinas aumentam (MANACH et al.,
2004).

Muitos polifendis, especialmente os acidos fenodlicos, estdo diretamente envolvidos
na resposta de plantas a diferentes tipos de estresse, eles possuem propriedades
antimicrobianas, e suas concentracdes podem aumentar apds infeccio (PARR &
BOLWELL, 2000). Embora poucos estudos estejam diretamente dirigidos para esse fim, o
conteudo de polifenois de vegetais produzidos por agricultura organica ou sustentdvel ¢
certamente maior do que daqueles vegetais cultivados sem estresse, tais como aqueles
crescidos em condi¢des hidroponicas ou convencionais. Isso foi mostrado recentemente em
trabalhos realizados com morangos, amoras € milho (ASAMI et al., 2003).

A estocagem pode, também, afetar o contetido de polifenois que sdo facilmente
oxidados. As reagOes de oxidagdo resultam na formacdo de mais ou menos substancias
polimerizadas, que levam a mudanga na qualidade dos alimentos, particularmente, na cor e
caracteristicas organolépticas (MANACH et al., 2004).

O mel contém nutrientes como carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos,
vitaminas, além de &cidos fendlicos e flavondides sendo um dos motivos para ser utilizado
como alimento alternativo e/ou suplemento alimentar.

2.2.1 - Substincias bioativas dos alimentos funcionais

Os compostos sintéticos, como, por exemplo, BHT (butil hidroxitolueno) ¢ BHA
(butil hidroxianisol), sdo antioxidantes eficientes e muito utilizados na industria de
alimentos, porém podem apresentar atividades mutagénicas (OSAWA et al., 1990). Neste
sentido, a procura de agentes antioxidantes naturais tem recebido atencao especial por parte
dos pesquisadores de todo o mundo ¢ da industria alimenticia.
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Sendo assim, devido a ampla divulgagdo pela imprensa em geral da relagdo entre
alimentacdo e satde, a preocupacdo da sociedade ocidental com os alimentos tem
aumentado de forma exponencial. Uma grande quantidade de novos produtos que
supostamente proporcionam saude tem sido apresentada pela industria alimenticia
diariamente, e sdo considerados suplementos alimentares e/ou alimentos funcionais (ANJO,
2004).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepcao de alimento lancada
pelo Japao na década de 80 através de um programa de governo que tinha como objetivo
desenvolver alimentos saudaveis para uma populacdo que envelhecia e apresentava uma
grande expectativa de vida (ANJO, 2004). Sendo assim, alimentos funcionais sdo
definidos como qualquer substincia ou componente de um alimento que proporciona
beneficios para a saude, inclusive a prevengdo e o tratamento de doencas. Esses produtos
podem variar de nutrientes isolados, produtos de biotecnologia, suplementos dietéticos,
alimentos geneticamente construidos até alimentos processados e derivados de plantas
(POLLONIO, 2000).

Alguns parametros devem ser levados em conta em relagdo aos alimentos
funcionais. Para Borges (2001), eles devem exercer um efeito metabolico ou fisioldgico que
contribua para a satde fisica e para a reducdo do risco de desenvolvimento de doengas
cronicas. Nesse sentido, devem fazer parte da alimentagdo comum e proporcionar efeitos
positivos, obtidos com quantidades ndo toxicas e que exer¢am tais efeitos mesmo apos a
suspensao da ingestdo e que ndo se destinem a tratar ou curar doengas, estando seu papel
ligado a redugdo do risco de contrair doengas.

O uso da nomenclatura como alimentos medicinais, ¢ utilizado quando estes se
referem a doengas especificas, o que os diferencia dos alimentos funcionais. Os alimentos
fortificados, aos quais ¢ acrescentada alguma substincia, podem ser considerados
funcionais se os nutrientes essenciais forem adicionados aos alimentos comuns para
fornecer beneficios sauddveis. Os suplementos dietéticos se diferenciam dos alimentos
funcionais porque ndo podem substituir uma dieta diaria e suas formas de apresentacao

estdo mais proximas dos medicamentos (ARRABI, 2001).

Dentre as substancias bioativas encontradas nos alimentos funcionais, destacam-se
os terpenodides, que incluem carotenoides, limondides, fitoesteréis e saponinas; o0s
compostos nitrogenados (glucosinalatos) e os metabolicos fendlicos, incluindo os acidos
fenolicos, polifendis e flavondides (CARAGAY, 1992). Estas substancias sdo encontradas
em frutas e verduras que podem ser ingeridas diariamente em determinadas quantidades e
mostram potencial para modificar o metabolismo humano de maneira favoravel a
prevengao do cancer e de outras doencas degenerativas. Protegem contra a oxidagdo do
LDL-colesterol através da redugdo de radicais livres, quelagdo de ions metalicos e
regeneracao de alfa-tocoferol. Atuam também contra alergias, inflamagdes, ulceras, virose,
tumores e hepatotoxinas, e na inibi¢do da agregacdo plaquetaria, reduzindo as cardiopatias
e tromboses e a sintese de estrogeno (GERMAN & DILLARD, 2000). Alguns alimentos
possuem esses compostos em quantidade maior, destacando-se frutas citricas, alho, repolho,
soja, gengibre, cebola, tomate, berinjela, brocolis, couve-flor, aveia, cebolinha, menta,
orégano, pepino, salsa e acafraio (MANACH et al., 2004).

7

Consumir alimentos ricos em compostos nitrogenados ¢ uma forma de protecao
contra a carcinogénese € a mutagénese. Os glucosinolatos contém enxofre e estdo presentes

18



em alimentos como brdcolis, couve-flor, repolho, rabanete, palmito e alcaparra, sendo
ativadores das enzimas de detoxificagdao do figado (MITHEN et al., 2000).

As antocianidinas sdao flavonoides soliveis em 4gua e sdo consideradas
antioxidantes in vitro, podendo apresentar propriedades antioxidante e antimutagénica in
vivo. Catequinas, flavondides, antocianinas e acidos fenolicos estdo presentes no vinho e

apresentam acdo antioxidante. A catequina, presente no chd verde ¢ responsavel pela
protecdo contra doenga cardiovascular arterosclerotica.

Uma subclasse dos flavonodides sdo as isoflavonas, que atuam no combate ao cancer,
diabetes, osteoporose, deficiéncia cognitiva, doengas cardiovasculares e efeitos da
menopausa.

O grupo composto pelos acidos graxos poliinsaturados, destacando as séries 0mega
3 e 6, sdo encontrados em peixes de agua fria (salmao), 6leos vegetais, semente de linhaga,
nozes e alguns tipos de vegetais. Esses compostos encontram-se relacionados com a
preven¢ao de doengas cardiovasculares, através da redug¢do dos niveis de triglicerideos e
colesterol sanguineo, aumentando a fluidez sanguinea e reduzindo a pressdo arterial
(MACHADO & SANTIAGO, 2001).

Os oligossacarideos e polissacarideos sdo conhecidos como fibra alimentar. Os
efeitos do seu uso sdo a reducdo de nivel de colesterol sanguineo e a diminuigdo do risco de
desenvolvimento de cancer (KAY & STRASBERG, 1978).
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3 - AS SUBSTANCIAS FENOLICAS E AS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Sabe-se que a atividade biologica das substancias fenolicas ¢ menos pronunciada do
que a de outros grupos de substancias, como por exemplo, os alcaldides ou os esterdides.
Por esta razdo, talvez, o valor terapéutico dos polifendis foi, durante algum tempo, rodeado
de duvidas e controvérsias. No entanto, na ultima década, o interesse por essa classe de
substancias e os trabalhos que vem sendo desenvolvidos tem revelado importantes
atividades bioldgicas.

Para melhor compreender a capacidade fisiologica dos compostos fenolicos, deve-se
considerar que in vitro a capacidade antioxidante dos mesmos, varia ndo somente em
funcdo da estrutura quimica destas substancias, mas também do tipo e polaridade do
solvente empregado em sua extragdo, dos procedimentos de isolamento e da pureza dos
compostos estudados, do substrato a ser protegido pelos antioxidantes, bem como se o
ensaio sera desenvolvido em sistema aquoso ou lipidico. Alguns estudos t€ém sugerido que
o fator determinante da atividade antioxidante ¢ a natureza lipofilica das moléculas e a
afinidade do antioxidante por lipidios (MOURE et al., 2001).

Quanto a solubilidade, os antioxidantes podem ser classificados em dois grupos:
antioxidantes hidrofilicos, tais como vitamina C e a maioria dos compostos fendlicos, ¢
antioxidantes lipofilicos, principalmente vitamina E e carotendides (HUANG et al., 2002).

Até cerca dos anos 50 eram escassos artigos que relatassem o mecanismo de agdo
dos flavondides e acidos fendlicos. Contudo, hoje, inimeros trabalhos sdo descritos na
literatura, destacando a variedade de atividades biologicas, tais como, a inibicao da proteina
quinase e APTase, acdo antiproliferativa, antioxidante, antiviral, antifiingica,
antimicrobiana, antibacteriana e antitumoral como as mencionadas por alguns autores
(CROZIER et al., 2000; WANWIMOLRUK et al.,, 2001; NARAYANA et al., 2001,
MARCUCCI et al., 2001; HOU et al., 2003; MIORIN et al., 2003; KAMPA et al., 2004;
ALJADI & KAMARUDDIN, 2004; CUSHNIE & LAMB, 2005).

Kampa e colaboradores (2004) investigaram a acdo antiproliferativa e os efeitos
apoptoticos de seis acidos fenodlicos (cafeico, siringico, sinapico, protocatecuico, feralico e
3,4-diidroxifenilacético [PAA]) sobre células de cancer de mama. As substancias testadas
mostraram efeito inibitério (tempo-dependente e dose-dependente) sobre o crescimento da
célula, com a seguinte poténcia: acidos cafeico > ferulico = protocatecuico = PAA >
sinapico = siringico.

Um estudo realizado com 27 diferentes fontes florais de mel e de diferentes
localidades dos Estados Unidos analisou a capacidade do mel em inibir o crescimento de
sete microrganismos patogénicos (Alcaligenes faecalis, Aspergillus niger, Bacillus
stereathermophilus, Geotrichum candidum, Lactobacillus acidophilus, Penicillium
expansum, Pseudomonas fluorescens) e cinco patdogenos contaminantes (Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica e Staphylococcus
aureus) (MUNDO et al., 2004).

Segundo Bogdanov (1997), as substancias bactericidas sdo originarias das plantas,
por este motivo causam capacidade inibitéria nos diferentes méis uniflorais.

Segundo Molan (1992) e Wahdan (1998), os responsaveis por essa habilidade
antimicrobiana sdo os fatores fisicos, como sua alta osmolaridade e acidez, e os fatores
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quimicos relacionados com a presenca de substancias inibidoras, como o perdxido de
hidrogénio, os flavondides e acidos fendlicos.

A principal substancia antibacteriana do mel ¢ o peroxido de hidrogénio, cuja
quantidade presente no mel ¢ dependente tanto dos niveis de glicose-oxidase, quanto de
catalase, uma vez que a catalase destroi o peroxido de hidrogénio (WESTON et al., 2000).
Peroxido de hidrogénio ¢ um agente antimicrobiano muito conhecido, inicialmente
aclamado por suas propriedades bactericidas e desinfetantes quando foi utilizado pela
primeira vez em atividades clinicas (TURNER, 1983).

Em trabalho realizado por Lianda (2004) em colaboracdo com o grupo da Profa.
Dra. Aurea Echevarria, do Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, da
UFRRYJ, avaliou-se a atividade antitumoral in vivo e in vitro da fracdo rica em compostos
fenolicos do mel silvestre proveniente da cidade de Itararé-SP, frente ao carcinoma de
Ehrlich. A selecdo desta amostra foi decorrente da presenca dos acidos protocatecuico e
para-metoxi-cinamico, além dos flavondides morina e quercetina, identificados por CLAE-
DAD. A fragdo do mel silvestre rica em compostos fendlicos mostrou resultados
promissores para a atividade antitumoral indicando a importancia desses metabolitos
especiais. Os resultados obtidos na determinag¢do preliminar da atividade antitumoral in
vivo com o extrato da amostra selecionada (fragcdo etérea), rica em substancias fendlicas,
mostraram significativa inibi¢do do crescimento e aumento da sobrevida dos animais, onde
apos 75 dias de tratamento 67% dos animais ficaram isentos de tumor. Isto tem estimulado
o estudo de outras substancias como potentes farmacos, que possam auxiliar na prevencao
ou no combate ao cancer.

A presenca do acido protocatecuico chamou a atencdo devido aos testes indicados
por Kampa e colaboradores (2004) e a atividade antitumoral da quercetina (Figura 9, p. 14)
frente ao carcinoma de Ehrlich (SUOLINA et al., 1975; KANDASWAMI et al., 1992) ¢
carcinoma de cabega (CASTILLO et al., 1989).

Os flavonoides sdo estruturas polifenolicas de baixo peso molecular encontradas
naturalmente nas plantas. Esses metabodlitos especiais sdao de grande importancia na
manutencdo da satide de muitos animais herbivoros, incluindo o homem (KANASHIRO,
2001). Sabatier et al. (1992) detectaram alguns flavondides presentes no mel de girassol
(conhecidamente rico em flavonoides). Em maiores concentragdes, foram encontrados os
seguintes  flavonodides: pinocembrina (5,7-diidroxiflavona), pinobanksina (3,5,7-
triidroxiflavonona), crisina (5,7-diidroxiflavona), galangina (3,5,7-triidroxiflavona) e
quercetina (3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona).

Ferreres et al. (1991) e Amiot et al. (1989), mostraram claramente a presenca de
flavonoides em mel. Entre os flavondides presentes no mel, a flavanona pinocembrina tem
sido relatada e estudada por sua atividade antibacteriana (BERAHIA et al., 1993). Outros
estudos também demonstraram a presenga dos flavonoides pinobanksina (RIBEIRO-
CAMPOS et al.,, 1990), galangina e crisina (SABATIER et al, 1992), canferol
(FERRERES et al., 1998) e 4cido benzoico e cinamico (WESTON et al., 1999). De acordo
com Martos et al. (2000a), Tomas-Barberan et al. (1993a; 1993b; 1994; 2001), Goémez-
Caravaca et al., 2006; Dimitrova et al., 2007, Kenjeric et al., 2008; Kahoun et al., 2008 as
analises de flavondides e outros compostos fenodlicos podem ser utilizadas para a
determinacdo da origem botanica e autenticidade de cada tipo de mel. Os compostos
fenolicos presentes no mel podem ser originados do néctar das flores, da propolis
(TOMAS-BARBERAN et al., 1993) e do polen (FERRERES et al., 1993).
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3.1 — Atividade Antioxidante

Nos tltimos anos, hd um grande nimero de relatos sobre agentes antioxidantes e sua
acdo sobre proliferagdo de células cancerigenas. A grande maioria desses estudos tem se
referido aos antioxidantes polifenolicos, por serem estes ativos em doengas cronicas
degenerativas, incluindo doengas cardiovasculares e cancer. O uso de antioxidantes
polifendlicos derivados de alimentos tem sido descrito, porém os mecanismos envolvidos
nesses processos ainda nao sdo muito claros.

O papel de radicais livres, tais como radical superoxido, radical hidroxila e outros,
tém sido enfatizado em um niimero de doencas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares,
catarata, doencgas inflamatodrias gastrintestinais e outros processos inflamatorios.

Geralmente alimentos contém antioxidantes naturais que podem seqiiestrar radicais
livres. Moléculas pequenas antioxidantes, tais como vitamina C, vitamina E, e carotendides
tém gerado particular interesse como defensores contra doencgas degenerativas. Entretanto,
alguns estudos tém indicado que substancias fenolicas, tais como flavonodides e 4cidos
fenolicos, sdo consideravelmente mais potentes antioxidantes que a vitamina C e a vitamina
E. Outros estudos t€ém mostrado a alta correlagdo entre a atividade antioxidante total de
algumas frutas e seu contetido fenolico (PRIOR, 2003). Também ¢ reportada a ocorréncia
de substancias fenolicas em legumes e sementes de legumes relacionando com a atividade
antioxidante (SIDDHURAJU & BECKER, 2007).

Espécies reativas oxigenadas (ROS) podem interferir diretamente no crescimento
celular. Os danos causados por espécies reativas oxigenadas podem induzir mitose,
aumentando o risco de danificar DNA, ¢ a divisdo de células com danos irreparaveis ou
mal-reparados levando a muta¢des (NIJVELDT et al., 2001).

Os produtos alimenticios também se mostram susceptiveis a estes processos
oxidativos (ROS), resultando em substancias finais prejudiciais ou com caracteristicas
sensoriais indesejaveis, reduzindo com isso o prazo de validade dos produtos. A partir do
inicio dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o emprego em
produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado consideravelmente, com o
intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos devido ao seu
potencial de toxicidade (DEGASPARI & WASZCZYNSKY]J, 2004).

As propriedades oncoprotetoras de antioxidantes enddgenos tém sido documentadas
em um numero de estudos epidemiologicos e estudos in vitro. Antioxidantes endogenos
sdo exclusivamente produzidos por plantas; eles sdo divididos em antioxidantes soluveis
em agua (exemplo vitamina C) e os liposssoluveis (exemplos: vitamina A, vitamina E e -
caroteno). Adicionalmente, uma rica classe de substincias, porém heterogénea, sdo os
polifendis, caracterizados pela presenca de um ou mais anéis fendlicos em sua estrutura, e
que estd presente também nas plantas. Exemplos dessas substancias sao os acidos fendlicos
simples (acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido sinapico, etc) ou os
flavonoides (catequinas, quercetina, miricetina, etc; KAMPA et al., 2004).

Tem sido indicado que os flavonoides como antioxidantes, podem inibir a
carcinogénese. Alguns flavonodides tais como quercetina, apigenina e luteolina foram

indicados como potentes inibidores de proliferagdo de células. Nijveldt e colaboradores
(2001) relataram em seus trabalhos que a quercetina e apigenina inibiram o crescimento de
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melanoma e influenciaram enormemente o potencial invasivo e metastatico em
camundongos.

Comparando as estruturas dos diferentes acidos fenolicos (cafeico, siringico,
sindpico, protocatecuico, ferulico e 3,4-diidroxifenilacético) estudados por Kampa e
colaboradores (2004), os dados sugeriram que dois grupos hidroxila no anel fenolico e trés
carbonos na cadeia lateral eram ambos essenciais para a atividade antiproliferativa. A
diminuicao da cadeia lateral e/ou metilacdo de grupo(s) hidroxila produziram uma perda da
atividade antiproliferativa.

Pouco se conhece sobre a absor¢dao e metabolismo dos flavonodides. Acredita-se nao
serem toxicos e, se absorvidos e ativos biologicamente in vivo podem prevenir radicais
livres e peroxidacdo lipidica (LPO), que estd associado com envelhecimento de células e
doencas cronicas, tais como arteriosclerose e cancer. A LPO procede em trés estagios:
iniciacdo, propagacdo e terminagdo. Na iniciagdo, o radical livre abstrai hidrogénio de
acidos graxos poliinsaturados para formar o radical lipidico. Na propagagdo, o radical
lipidico reage com oxigénio para formar o radical peroxi-lipidico que ira gerar mais
radicais livres, entdo mantendo as reacdes em cadeia. No estagio de terminacao, as espécies
de radicais livres reagem entre si ou com antioxidantes para formar produtos inertes. A
LPO pode ser suprimida por inativagdo enzimatica de radicais livres e antioxidantes que
inibem o estagio de iniciacdo e/ou aceleram o estagio de terminagdo. Os flavondides inibem
a LPO in vitro no estagio de iniciagdo agindo como seqiiestradores de anions superdxidos e
radicais hidroxilas, terminando as reagdes radicalares em cadeia por doagdo de dtomos de
hidrogénio para o radical peroxido, formando o radical flavonoide (menos reativo e mais
estavel). Este ultimo desvia as reacdes com radicais livres terminando, entdo, a propagagao
em cadeia (COOK & SAMMAN, 1996; NIJVELDT et al., 2001). Em seu trabalho Cook &
Samman (1996) destacaram que a inibi¢do de LPO era influenciada por diversos fatores
estruturais dos flavonodides (Figuras 8, p. 13 € 9, p. 15), tais como:

(1) a presenca do grupo hidroxila na posicao trés do anel C. Exemplos de flavonoides
agliconas nessas condigdes: canferol, quercetina, miricetina e morina (flavonois);

(i1) a ligagdo dupla entre os carbonos dois e trés do anel C. A hidrogenagdo desta ligagao
diminui o efeito antiperoxidativo;

(ii1) o nimero de grupos hidroxilas; quanto maior o nimero de grupos hidroxilas nos anéis
A e B, maior a atividade seqiiestradora de radicais livres;

(iv) a presenca de uma porg¢do agucar. A eficiéncia antiperoxidativa ¢ diminuida nos grupos
hidroxilas adjacente ao grupo glicosideo devido ao impedimento estérico;

(v) grupos metoxilas também diminuem a eficiéncia antiperoxidativa de flavonodides in
vitro devido ao impedimento estérico; e

(vi) flavondides contendo grupo carbonila na posi¢do quatro, e grupos hidroxilas nas
posigdes trés ou cinco, tais como quercetina, rutina, canferol, miricetina e morina, formam
quelatos com ions metalicos.

A habilidade dos flavonodides para seqiiestrar ions metalicos pode contribuir para
suas propriedades antiperoxidativas por prevenir a formagdo de radicais livres. Essa
formacao de quelatos ¢ um mecanismo antioxidante dos flavonoides (COOK & SAMMAN,
1996).
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Considerando esses diversos fatores estruturais dos flavonoides, TSIMOGIANNIS e
OREOPOULOU (2006) examinaram o efeito dos elementos estruturais do anel C sobre a
atividade seqiiestradora de radicais de alguns desses compostos e o impacto da substituicao
di-hidroxi dos anéis A e B.

A eficiéncia das substancias fenodlicas como antioxidantes depende, em grande
parte, da sua estrutura quimica, orientacdo relativa e do niumero de grupos hidroxilas
ligados ao anel aromatico (PAGANGA et al., 1996).

A maioria dos métodos antioxidantes usados envolve a geragdo de espécies
oxidantes, geralmente radicais livres, e sua concentracdo ¢ monitorada na presenca de
antioxidantes que os seqliestram. Entre os métodos que empregam radicais livres organicos
na avaliagdo de seqliestradores de radicais livres, o método do DPPH (2,2 difenil-1-picril-
hidrazil, Figura 10) tem sido exaustivamente utilizado por varios autores, devido
principalmente a sua simplicidade e rapidez (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
ESTEVINHO et al., 2008).

A molécula de DPPH ¢ considerada um radical livre estavel por apresentar um
elétron livre que pode deslocalizar-se por toda a sua estrutura, ¢ além do mais, ndo dimeriza
facilmente como ocorre usualmente com os demais radicais livres. Esse efeito de
ressonancia que a molécula de DPPH apresenta resulta em uma coloragdo violeta escura,
que ¢ caracterizada por apresentar uma banda de absor¢do em cerca de 520 nm quando em
solucdo de etanol ou metanol.

Quando a solugdo de DPPH ¢ misturada com alguma substancia que pode doar um
radical hidrogénio, entdo a reacdo gera a sua forma reduzida com a perda da coloragdo
violeta (embora seja esperado aparecer um residuo de coloracdo amarela em virtude da

presenca do grupamento picril).
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Figura 10. Estrutura quimica do radical DPPH (2,2—difenil-picril-hidrazil).
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Os flavonodides quercetina, luteolina, taxifolina, eriodictiol, rutina, (+)-catequina,
(-)-epicatequina, fisetina e canferol (Figura 11) foram estudados na reagdo com o radical
livre DPPH, onde foram observadas duas etapas distintas de reacdo, a primeira rapida e a
segunda mais lenta. O estagio rapido poderia ser possivelmente atribuido a presenga das
orto-hidroxilas no anel B muito reativas. Em tal caso a reagdo entre o flavonodide ¢ o DPPH
produz a orto-quinona menos ativa.

Rutina Eriodictiol

H
OH
OH
Quercetina (+)-catequina
OH
OH
(0)
“OH
OH O OH
Fisetina Taxifolina (-)-epicatequina

Figura 11. Flavondides estudados quanto a atividade antioxidante (TSIMOGIANNIS &
OREOPOULOU, 2006).

Quercetina e fisetina seqiliestraram mais radicais por molécula, com a conseqiiente
producdo de orto-quinona no anel B (Figura 12); essas estruturas apresentam duas
hidroxilas orfo no anel B, a dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 no anel C (permitindo
formas canodnicas adicionais) e a hidroxila no anel C. Os outros flavonodides apresentaram
resultados similares entre si, seqiiestrando, em média, a metade dos radicais livres que a
quercetina e a fisetina. Comparando as estruturas, observa-se que nenhum dos outros
compostos possui, simultaneamente, todas as caracteristicas favoraveis apresentadas pela
quercetina; e, quanto a fisetina, os autores notaram que a auséncia da hidroxila na posi¢ao 5
nao influenciou nos resultados, concluindo, portanto, que a substituicdo diidroxi do anel B
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influencia bastante a atividade seqiiestradora, o que ndo ocorre com o anel A
(TSIMOGIANNIS & OREOPOULOU, 2006).

Figura 12. Formagao da orfo-quinona no anel B da quercetina.

Quercetina, canferol, morina, miricetina e rutina, por agirem como antioxidantes,
exibem diversos efeitos benéficos, tais como antiinflamatorio, antialérgico, antiviral bem
como atividade anticancer. Eles também tém sido sugeridos atuarem no papel protetor das
doengas do figado, catarata e doencas cardiovasculares (NARAYANA et al., 2001).

3.1.1 — Atividade antioxidante de méis

Recentemente tem havido um aumento de interesse nos alimentos funcionais, isto €,
alimentos que ndo somente cumprem as necessidades nutricionais basicas e energéticas,
como adicionam efeitos fisiologicos benéficos. O consumidor atual prefere ingredientes de
origem natural que oferecam a funcionalidade ao alimento ao invés de origem artificial.
Dentre as substancias funcionais o grupo mais amplamente estudado ¢ o dos antioxidantes
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

Nutricionistas tém se interessado pelas substancias fenodlicas e flavonoides e o seu
papel na dieta humana. Além das frutas e vegetais, o mel, pélen e a propolis podem ser uma
boa fonte de antioxidantes naturais de interesse farmacoldgico (BERAHIA et al., 1993).

O uso de mel no tratamento de lesdes cronicas e ulceras diabéticas, indisposig¢des
gastricas, cataratas e outras doengas da visdo, tem sido documentado também. Esse papel
benéfico do mel foi parcialmente atribuido a sua atividade antibacteriana. Entretanto, desde
que algumas doengas tém sido consideradas como conseqiliéncia da presenca de radicais
livres, foi visto que parte do papel terapéutico do mel ¢ devido a sua atividade
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seqliestradora (antioxidante). O mel contém um numero de componentes conhecidos como
antioxidantes, incluindo vitaminas C e E, enzimas, tais como catalase e peroxidase, e
compostos fendlicos. Prévios trabalhos tém indicado que a atividade antioxidante do mel
varia muito, dependendo da origem floral (ALJADI & KAMARUDDIN, 2004).

Dois méis malasianos de Apis mellifera de origens florais diferentes (Cocos nucifera
e Melaluca spp.) foram estudados com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante e
determinar a relagdo entre o contetudo fenolico e essa atividade. A atividade antioxidante foi
determinada em termos de seu poder anti-radical (PAR) avaliado pela andlise seqiiestradora
de radical, usando 2,2-difenil-picrilhidrazil (DPPH; Figura 10, p. 24) como antioxidante.
Essa atividade foi determinada espectrofotometricamente a 517 nm, onde a mudanca de
absorvancia do DPPH foi avaliada.  Alta correlagdo foi encontrada entre a atividade
antioxidante total dos méis e seus conteudos fendlicos, indicando que estes sdo os
componentes responsaveis pelos efeitos antioxidantes do mel, apesar de, obviamente,
outros fatores estarem envolvidos. Nesse trabalho, o mel Melaleuca apresentou atividade
antioxidante significantemente maior do que o de Cocos mucifera. O mel Melaleuca
mostrou conter alguns acidos fenolicos, tais como acidos galico, fertlico, cafeico, benzodico
e cinamico, enquanto o mel de coco apresentou os acidos galico, cafeico e benzodico, mais
alguns outros compostos fenodlicos desconhecidos. O valor terapéutico do mel ¢ devido, em
parte, a sua atividade antioxidante (ALJADI & KAMARUDDIN, 2004). Outros trabalhos
utilizaram o método do DPPH para avaliacao da atividade seqiiestradora de radicais livres
de méis (PEREZ et al., 2007, ESTEVINHO et al., 2008).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos, nos ultimos anos, para avaliar a
capacidade antioxidante de amostras biologicas. O conteido de fenodis totais e de
flavonoides de amostras naturais, tais como plantas, alimentos e mel, refletem, em alguma
extensao, a capacidade total antioxidante da amostra (MEDA et al., 2005).

A maneira mais precisa ¢ exata de se identificar e quantificar flavondides em
produtos naturais € a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Porém, uma das
técnicas que se enquadra bem para a determinacdo de flavondides totais € a espectrometria
no ultravioleta (MEDA et al., 2005).

O wuso do cloreto de aluminio (AICIl3) no diagnodstico da presenca de alguns
grupamentos quimicos foi, pela primeira vez, empregado para antocianinas. Trata-se de
uma classe de pigmentos do grupo dos flavonoides, encontrados principalmente em flores,
mas muitas vezes também em frutos, e que dao ao 6rgdo vegetal coloragdes que podem
variar do vermelho ao azul, passando por todos os matizes intermedidrios. Em 1954,
Harbone sugeriu o uso do cloreto de aluminio para a determinagdo espectrofotométrica da
presenca de certos grupamentos quimicos em flavondides (MABRY et al., 1970). Da
década de 60 em diante, o composto passou a ser largamente empregado como um reagente
de deslocamento ("shift reagent") em espectrometria no UV-visivel para a determinacao
estrutural de flavonoides (BRAZ-FILHO, 1971; MABRY et al., 1970; MARKHAM, 1982).

O aluminio, como cation, forma complexos estdveis com os flavondides em
metanol, ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio batocrémico (para maiores
comprimentos de onda) e uma intensificacdo da absor¢do. A estabilidade do complexo
obtido deve-se a formacdo de um anel de seis membros estavel através do atomo de
aluminio com a hidroxila em C-5 e o grupo carbonila em C-4 (Figura 13). Dessa maneira, ¢
possivel determinar a quantidade de flavonodides, evitando-se a interferéncia de outras
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substancias fenolicas, principalmente os d4cidos fendlicos, que invariavelmente
acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais. A leitura € feita em espectofotometro a
415 nm, utilizando-se cloreto de aluminio a 2% em metanol (WOISKY, 1996; WOISKY &
SALATINO, 1998; MEDA et al., 2005). Nessas condicdes, o complexo flavonoide-Al
(Figura 13) absorve mais intensamente € em comprimento de onda maior do que o
flavondide sem a presenca do agente complexante; os desvios de alguns tipos de
flavonodides estdo especificados na Tabela 2 e na Figura 14 estdo apresentados, como
exemplos, os espectros do flavonol morina na presenca e auséncia do cloreto de aluminio
(LIANDA & CASTRO, 2008, anexo 1, p. 156). Os acidos fendlicos, mesmo os que formam
complexos com AlCl;, absorvem em comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se
dessa maneira interferéncias nas medidas de absorbancia. O uso do cloreto de aluminio para
a determinagdo da quantidade de flavonoides totais ndo €, no entanto, um procedimento
isento de limitagdes. O método € preciso, isto é, ele é reproduzivel, fornecendo desvios
muito pequenos ou nulos entre um ensaio e outro com a mesma amostra. No entanto, ele
pode ser pouco exato, ou seja, o valor que ele fornece pode ser diferente (geralmente
inferior) em relagdo a quantidade de flavonoides totais realmente presente na amostra
analisada. O valor medido ¢ o valor real sdo tanto mais proximos entre si quanto maior a
propor¢ao de flavondis na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a propor¢ao de
flavonas. Isso se deve ao fato de que o comprimento de onda selecionado (415 nm)
corresponde a banda de absor¢ao do complexo quercetina-Al. A quercetina ¢ um flavonol,
certamente o mais comum dos flavonoides encontrado nas plantas. Os complexos dos
outros flavonois com aluminio absorvem bem proximo de 425 nm, mas os complexos
derivados de flavonas absorvem em comprimentos de onda inferiores, o que causa uma
subestimativa nas determina¢des de misturas muito ricas em flavonas.

Figura 13. Complexo Flavonoide-Al, em solu¢do metandlica de cloreto de aluminio.
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Figura 14. Espectros de absor¢ao no UV (200-500 nm) para morina em metanol € morina
com AICl; (LIANDA & CASTRO, 2008, anexo 1, p. 156).

Tabela 2. Bandas de absor¢do de flavondides em solugdo metandlica e na presenga de
cloreto de aluminio (AICI;).

Tipos de Flavonoides Banda I (nm) Banda I1 Deslocamento provocado
(nm) por complexacio com AlCl;

(nm)*
Flavonas 310-350 250-280 +35-55
Flavonois 350-385 250-280 +35-55
Flavonoéis (3-OH substituido) 330-360 250-280 + 50-60
Isoflavonas 310-330 ombro 245-275 +10-14
Flavanonas e diidroflavonois 300-330 ombro 230-270 +20-26

* Em 415 nm, os acidos fenolicos e outras substancias fenolicas ndo absorvem em presenca de AlCl;, por
isso ndo ha interferéncia destas substancias na quantificagdo de flavondides.
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Diversos trabalhos relacionam os totais de fendis e/ou os totais de flavondides com
a atividade antioxidante de méis.

Beretta e colaboradores (2005) estudaram 14 méis de diferentes origens florais e
geograficas da Africa, relacionando seus totais de fendis, que variaram de 5,25 mg/100 g de
mel a 78,96 mg/100 g de mel, com a atividade antioxidante, avaliada por diversos métodos.

Dentre outras atividades biologicas, Kiiciik e colaboradores (2007) estudaram a
atividade antioxidante de um mel heterofloral (silvestre) e dois monoflorais (castanha e
rododendro - Ericaceae) de Anatdlia, na Turquia, considerando os contetidos de fenois
totais. O conteudo de fenoéis totais foi maior para o mel castanha, seguido do heterofloral e
por ultimo o rododendro. Os resultados da atividade antioxidante respeitaram essa ordem
(maior para mel castanha e menor para mel rododendro) em dois ensaios diferentes
(sequiestro do radical superoxido e FRAP-ferric reducing/antioxidant power).

Em outro trabalho realizado com méis australianos de cinco espécies botanicas
diferentes (Melaleuca, Guioa, Lophostemon, Banksia and Helianthus), o conteudo de totais
de fenois variou de 2,13 mg/100 g de mel (Helianthus annuus) a 12,11 mg/100 g de mel
(Melaleuca quinquenervia, Y AOA et al., 2005).

Fiorani e colaboradores (2006) avaliaram os teores de flavondides totais de amostras
de méis silvestres da regido central da Italia, comparando os resultados dos extratos etéreos
(valores variaram de 0,58 a 2,9 mg/100 g de mel) com extratos aquosos (valores variaram
de 0,5 a 1,52 mg/100 g de mel), e os correlacionaram com a atividade antioxidante, além de
outras atividades biologicas.

Na Espanha, cinqiienta e trés amostras de méis, sendo trinta ¢ nove monoflorais,
nove silvestres e cinco méis de melato, apresentaram seus conteudos de totais de fenois de
0,66, 0,87 e 1,03 mg/100 g de mel; respectivamente. O estudo da capacidade seqiiestradora
de radicais DPPH para esses méis, mostrou-se crescente nessa mesma ordem (PEREZ et
al., 2007).

J& haviam sido estudados cinco méis do Yémen [Acacia ehrenbergina (Salam-
Tehamah), Acacia edgeworhi (Somar-Hadramout), Ziziphus Spina-christi L. (Sidr-
Hadramout), Ziziphus Spina-christi L. (Sidr-Taiz), florada tropical (Marbai-Hadramout)], e
quatro de outras regides [um de florada tropical americana (Nova Orleans), um Citrus
americano (Florida), um de florada suissa ¢ um de florada tropical iranianos] quanto aos
teores de fendis totais (pelo método de Folin-Ciocalteau) relacionando-os com a atividade
antioxidante. O mel Acacia ehrenbergina (Salam-Tehamah) apresentou o maior conteudo
de fendis totais e a maior atividade antioxidante, indicando, assim, seu potencial terapéutico
(AL-MAMARY et al., 2002). Em trabalho realizado por De Andrade e colaboradores
(2007), os extratos das flores de Acacia podalyriifolia, coletadas em Curitiba-PR, Brasil,
extraidas em diferentes solventes (hexano, diclorometano e acetato de etila) foram
avaliados quanto ao conteudo de compostos fendlicos (método de Folin-Ciocalteau) e suas
atividades seqliestradoras do radical DPPH. O teor de fendis totais foi mais elevado para a
fragdo de acetato de etila, que demonstrou ter também, maior capacidade captadora de
radical e conseqiientemente, a maior agdo antioxidante.
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4 -METODOLOGIAS USADAS PARA TIPIFICACAO DO MEL
4.1 - Melissopalinologia

Sabe-se que as abelhas visitam apenas uma pequena parte da flora. A colheita do
polen pelos insetos em geral, ndo estd condicionada pela quantidade de pdlen produzido,
mas pelas caracteristicas dos seus constituintes.

As razoes pelas quais as abelhas se orientam para as colheitas polinicas nao sdao
ainda completamente conhecidas, embora, LINDSTED (1971) tenha apresentado um
trabalho sobre compostos que as atraem e orientam, assim como, compostos que as
“prendem” declinando a procurarem outro tipo de alimento.

Alguns autores verificaram que substancias, como os flavonoides e as antocianinas,
existem nas flores para servir de “guias”, atraindo os insetos polinizadores até as fontes de
néctar e/ou podlen. Os pigmentos amarelos mais comuns sdo os carotendides, € 0s
flavonoides (chalconas, auronas, 6- e 8-hidroxiflavondis), que sdo muito importantes na
coloragdo em um significante ntimero de plantas com flores amarelas (HARBONE &
GREYER, 1993).

Segundo PERIS (1984) o “pdlen apicola” € o resultado da aglutinagdo do polen das
flores com néctar e sustancias salivares das abelhas Apis mellifera que acumulam em cargas
polinicas (semelhantes a pequenas pelotas) nas corbiculas de suas pernas posteriores. O
apicultor utiliza trampas de pdlen que permitem despregar as pelotas de polen das pernas
das abelhas campeiras que retornam do campo. O poélen apicola comercializado ¢
comumente processado, sofrendo classificagdo, limpeza, secagem e empacotamento.

As abelhas coletam o néctar e polen das flores, que sdo utilizados como alimentos
na colméia. A cavidade bucal esta adaptada a suc¢dao do néctar e as pernas especializadas
para o recolhimento de graos de polen, que sdo compactados em cargas polinicas
transportaveis. Ao coletarem o néctar das flores hermafroditas, grdos de pdlen sdo
adicionados ao néctar, que uma vez transformado em mel mantém a presenga destes graos,
que ¢ forte indicativo da origem botanica. Além da informagdo botanica, o espectro
polinico de mel ¢ também determinado pelas condi¢des climaticas, fitogeograficas,
agronomicas e florestais da regido nas quais esses produtos foram coletados (BARTH,
1989; DUTRA & BARTH, 1997).

O estudo da morfologia do grao de polen ¢ conhecido como Palinologia e o estudo
da caracterizagdo polinica no mel como Melissopalinologia (PERSANO ODDO &
RICCIARDELLI D’ALBORE, 1989; BARTH, 1989; BARTH & DUTRA, 2000; TERRAB
et al., 2003). Graos de podlen de diferentes plantas podem ser distinguidos sob um
microscopio por seu tamanho e forma, e por seus padrdes de superficie de sulco, poros,
espinhos etc. A andlise polinica ¢ uma técnica laboratorial que permite caracterizar a
origem floral, ou ndo-floral, de amostras de mel. O polen introduzido no mel pelas abelhas
pode refletir a fonte nectarifera da area de forrageamento das abelhas, bem como o seu
potencial apicola. Caso haja dominancia de florada de determinada espécie apicola, o mel
produzido possui qualidades organolépticas, aspecto e consisténcia constantes, repetidas
ano ap6s ano na ocasiao dessa florada. Através do espectro polinico do sedimento de mel é
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possivel identificar a espécie botanica apicola da qual foi obtido o mel e a proporcao de
participacao de cada uma das espécies botanicas visitadas pelas abelhas durante a coleta de
néctar. Esta andlise se afirma na identificagdo floral de méis a partir de classes de
freqiliéncia dos tipos polinicos, sendo aceitas internacionalmente.

Dificilmente hd a ocorréncia de mel “puro”, originario de néctar proveniente de
uma s6 espécie vegetal. A diversidade floral conduz a necessidade de uma melhor
caracterizagao polinica das espécies vegetais da localidade da fonte de mel produzida. Este
procedimento permite diferenciar taxonomicamente as espécies vegetais da area de
forrageamento da abelha, revelar suas preferéncias florais € como este recurso varia no
tempo e no espaco. Assim, recomenda-se utilizar a seguinte classificagdo, que considera a
freqliéncia do polen do mel: dominante (PD), acessorio (PA) e isolado (PI, sendo, ainda,
isolado importante - PIi e isolado ocasional - Plo). Os méis que contém mais de 45% do
total de grdos de polen de uma mesma espécie serdo considerados como PD, e sob a
denominagdo de PA s3o compreendidas as espécies cujos graos ocorrem na quantidade de
16 a 45% do total de graos de uma amostra de mel. (ZANDER, 1935 apud BARTH, 1989).

Deve-se particularizar o caso de polen acessorio, duas categorias de amostras de
mel. Uma ¢ aquela que, além de polen acessorio, apresenta também polen dominante,
sendo, portanto, constituida de s6 duas espécies em quantidades diferentes. O outro caso € o
da amostra desprovida de pélen dominante, apresentando somente uma ou mais espécies de
polen acessorio. A grande maioria das espécies dadas como apicolas (plantas que
possibilitam grande volume de producdo de néctar) no Brasil ocorre nas amostras em
quantidade reduzida como poélen isolado (PI), ndo ultrapassando 15% do total de graos de
polen. Quando presentes na quantidade de 3 a 15% sdo chamados de polen isolado
importante (PIi), e até 3% de pdlen isolado ocasional (Plo). Barth (1989) recomendou que
para designar a planta apicola no rétulo de méis € necessario que este apresente no minimo
45% de dominancia e seja colhido, igualmente, de uma regido com predominancia floral na
area de visitagdo das abelhas do apiario.

Apesar desse método ser tradicional para determinar a origem floral do mel, ele
apresenta algumas limitagdes. Alguns graos de pdlen, tais como Citrus € membros da
familia Lamiaceae sdo sub-representados no espectro polinico do mel, enquanto outros
(Eucalyptus, Castanea e Myosotis) sao super-representados. Um minimo de 10% de pdlen
Citrus sp. ¢ suficiente para considerar o mel como unifloral,; e, ¢ geralmente aceito que um
contetido minimo de 70% de polen Eucalyptus € necessario para classificar um mel
Eucalyptus como unifloral (OUCHEMOUKH et al., 2007).

A abelha Apis mellifera explora basicamente os recursos primarios para a sua
alimentacao, néctar e pdlen, a partir de inumeras espécies florais, mas esta dieta representa,
normalmente, s6 cerca de 10% das espécies florais existentes na sua area de forrageamento.
Embora este valor pareca baixo, ¢ suficiente para que, na composi¢ao dos méis e dos polens
apicolas, se verifique uma alta diversidade (BARTH, 1989).

Alguns méis podem ser identificados com mais ou menos certeza por seu aroma,
cor, cristalizacdo rapida, sabor ou por uma combinagdo dessas e de outras caracteristicas.
Alguns méis podem ser especificados porque sdo produzidos em colméias situadas dentro
de grandes areas com uma espécie de planta, durante o seu periodo de florescimento. Em
areas onde se praticam agricultura em grande escala e em formacgdes geologicas de grande
porte, com grandes areas homogéneas de vegetagdo natural, pode existir pouca davida com
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relacdo a fonte de mel obtido. Isto ¢ especialmente valido se o apicultor for um bom
observador de abelhas e das plantas ao alcance de coleta delas.

Alguns estudos de caracterizagao polinica foram feitos com 20 amostras de méis de
laranjeira, procedentes dos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo. Todas as amostras
apresentaram o poélen de Citrus em porcentagem dominante ou acessoria. Nas amostras
provenientes do Rio de Janeiro foram encontrados como principais tipos polinicos
acessorios, o polen de Eucalyptus e Anadenanthera, e para Sdo Paulo os de Eucalyptus,
Myrcia e Coffea (BARTH & CORE-GUEDES, 1999).

Outro trabalho realizado no Brasil, na regido de Bananal-SP, regido que faz limite
com o municipio de Barra Mansa-RJ, Dutra & Barth (1997) analisaram 22 amostras de
méis, onde 15 eram de origem extrafloral, 4 eram heteroflorais, somente 2 uniflorais
(Eupatorium sp. - erva de santa cruz e Vernonia sp. - assa-peixe) e um mel de melato. Este
ultimo apresentou na analise microscopica grande quantidade de massa granulosa, o que ¢
caracteristico desse tipo de mel (DUTRA & BARTH, 1997).

Alguns cuidados, porém, devem ser tomados com relagdo a adocdo da
melissopalinologia. No caso do mel de melato verifica-se que este contém relativamente
poucos graos de polen (SAWYER, 1975), lembrando que este mel ¢ produzido a partir da
seiva de plantas e ndo do néctar das flores. Diferentes espécies de plantas produzem
diferentes propor¢des de pdlen, a quantidade de pdlen pode variar de estacdo para estacao,
o néctar colhido pode ser diferente em flores machos e fémeas, abelhas podem forragear o
poélen sem coletar néctar. Outra limitacdo para este método ¢ que o pdlen pode ser
adicionado fraudulentamente. E, ainda, no caso de mel Citrus, a analise de polen ndo ¢ util
como em algumas outras origens florais, devido ao fato de que a quantidade de podlen ¢
geralmente pequena e muito variavel (ANKLAM, 1998; FERRERES ef al., 1994). A
origem botanica do mel, a qual influencia enormemente a preferéncia do consumidor,
permanece ainda, dificil de ser determinada. Em alguns casos, contudo, a analise de pdlen
nao ¢ possivel, como nos casos de méis de plantas estéreis.

Portanto, ha discussdo em torno da insuficiéncia da Melissopalinologia em
apresentar as fontes de néctar corretamente: ha floradas que apresentam pouco ou, quase
nada de polen, como ocorre com o mel de melato, que ndo contém pdlen. Outros tipos de
polen presentes podem estar indicando a presenca de outros tipos de néctar, tal como ocorre
quando hd méis antigos misturados com méis em uma mesma colméia, ou durante a
centrifugacdo do mel. Ha ainda possibilidade das abelhas ao colherem néctar de uma
espécie floral contaminarem com poélen de outra, ao se desprender da corbicula
acidentalmente, ou ainda abelhas que podem colher néctar de uma flor sem desprender
polen das anteras. E ainda, a fonte de polen ser um recurso trofico exclusivo, sem permitir a
coleta de néctar.

Para aumentar as chances de acerto, a amostragem deve ser cautelosa:

— O mel deve ser origindrio de quadro com ldmina de cera nova, coletado maduro
(fechado), de preferéncia retirado da célula com seringa, ou prensado, ou centrifugado
exclusivamente com outros favos de cera alveolada do periodo. A safra deste mel deve
representar a coleta de mel de pelos menos 50% das colméias em produg@o. O mel deve ser
armazenado em quantidades de 40 g por amostra, envasado em pote de plastico ou de vidro,
com os registros: nome popular da flora dominante durante a colheita, local, data da coleta,
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etc. Os potes devem ser higienizados para a colocagdo da amostra. Se possivel, o
pesquisador deve obter o polen apicola do periodo da safra de colheita e informacdo do
apicultor a respeito da espécie floral em maior densidade dez dias antes da colheita do mel
maduro.

Outros aspectos limitantes envolvem o emprego da Melissopalinologia para a
identificagdo da flora visitada pela abelhas, apesar de trazer grandes beneficios a apicultura
e ao estudo da biologia das abelhas. Um destes aspectos ¢ de ordem metodoldgica. Por
exemplo, antes que métodos quantitativos possam ser empregados na analise de méis de
uma determinada regido, ¢ necessario que se estude a quantidade de residuo polinico
presente, normalmente, em méis extraidos de formas diferentes e originados de plantas
distintas na regido. Um outro ¢ de ordem econdmica, onde o emprego de equipamento
relativamente caro e de pessoal especializado faz com que as técnicas palinologicas nao
estejam ao alcance da maioria dos produtores individuais. Entretanto, todas estas limitagdes
poderiam ser suplantadas, caso as cooperativas apicolas mantivessem laboratorios
especializados ou convénios com instituigdes de pesquisa, como as universidades ou as
empresas estaduais e federais de pesquisa agropecuaria, o que ainda ndo acontece.

A qualidade do mel ¢ julgada pela sua origem botanica e pela sua composi¢ao
quimica e o seu prego estd baseado na sua qualidade e, sendo assim, na sua origem floral
(DATTA et al., 2003). Tradicionalmente, a fonte floral de um mel tem sido identificada
pela analise do pdlen apicola presente. Contudo, Tan et al. (1989) sugeriram que uma
abordagem quimica deveria ser mais precisa e de mais facil entendimento na caracterizagao
da origem floral do mel.

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente em se desenvolver métodos
analiticos que possam vir a complementar a analise do pdlen, auxiliando na determinagao
da origem floral do mel. Abordagens quimicas tém sido sugeridas, onde a identificacdo de
substancias caracteristicas do néctar de certos tipos de plantas, as quais podem ou ndo ser
modificadas bioquimicamente pelas enzimas das abelhas, para que possam auxiliar na
caracterizagao da fonte floral do mel (D’ARCY et al., 1997; TAN et al., 1989). Em
particular, a combina¢do de métodos fisicos e quimicos poderia ser uma abordagem
promissora para demonstrar autenticidade dos diferentes méis (ANKLAM, 1998). As
analises das substancias fenolicas, incluindo os flavondides, t€m sido sugeridas na
identificagao de mel (AMIOT et al., 1989), e dessa forma tem sido usado como ferramenta
para o estudo da origem botanica e geografica.

4.2 — Analises Cromatograficas de Substiancias Fenolicas em Méis

O isolamento e caracterizagdo de metabolitos especiais requerem cada vez mais a
utilizacdo de técnicas cromatograficas modernas, que possam aumentar de forma
consideravel a sensibilidade e a seletividade da analise dos compostos de interesse.
Atualmente, existe a possibilidade de se realizar esquemas rapidos e adequados de
separacdo ¢ caracterizagdo, por meio de uma escolha acertada das diferentes técnicas
cromatograficas disponiveis (HOSTETTMANN et al., 2003).

Nos ultimos anos a cromatografia liquida, principalmente CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) com o uso de coluna de fase reversa, tem sido aplicada para
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identificagdo de flavonoides e acidos fendlicos em alimentos, extratos de plantas e produtos
apicolas (MERKEN & GARY, 2000; YAOA et al., 2005; FIORANI et al., 2006; GOMEZ-
CARAVACA et al., 2006; DIMITROVA et al., 2007; KENJERIC et al., 2008; KAHOUN
et al., 2008). Em geral, o isolamento desses compostos fenolicos pode ser feito por
cromatografia em coluna aberta usando como adsorventes resinas Amberlite XAD-2, XAD-
8 e DEAE celulose (dietilaminoetilcelulose) (MAGGI et al., 1989; YAOA et al., 2005;
FIORANI et al., 2006; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; KENJERIC et al., 2008;
ESTEVINHO et al., 2008; RASMUSSEN et al., 2008). As forcas adsortivas envolvidas no
uso dessas resinas sdo, principalmente, interacdes de van der Waals, e os compostos
analisados contendo fendlicos e/ou grupos carboxilicos sdo influenciados pelo pH.

Segundo os dados da literatura, separagdo e identificacdo de compostos fendlicos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido apontada como uma técnica muito
promissora para estudar a origem floral e geografica de méis (BANKOVA et al., 1982;
AMIOT et al., 1989; FERRERES e al., 1992; SABATIER et al., 1992; TOMAS-
BARBERAN et al, 1993; ANDRADE et al., 1997), bem como, um bom método de
separacdo e determinacgdo de polifenois em vegetais, frutas e chds usando como detector o
arranjo de fotodiodos (SAKAKIBARA et al., 2003; MERKEN & GARY, 2000).

Um interesse crescente em se desenvolver métodos analiticos que possam vir a
complementar a analise do pdlen na determinagdo da origem floral do mel tem surgido na
literatura. Nos ultimos anos, pesquisas apresentaram a analise de aminoacidos (BOSI &
BATTAGLINI, 1978), compostos volateis (BONAGA & GIUMANINI, 1986; D’ARCY et
al., 1997), compostos fendlicos (AMIOT et al., 1989), dcidos aromaticos e seus ésteres
(STEEG & MONTAG, 1988) e derivados de carotenoides (TAN et al., 1989), utilizando
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, para o assinalamento
da origem floral de méis europeus.

Segundo os dados da literatura, a CLAE tem sido apontada nos ltimos anos como a
técnica de escolha para analisar grande parte dos componentes nao-volateis que constituem
os méis europeus, € que auxiliam na caracterizacao da origem floral e geografica (AMIOT
et al., 1989; FERRERES et al., 1992; SABATIER et al., 1992; TOMAS-BARBERAN et
al., 1993; MARTOS et al., 2000). Esses estudos relatam a ocorréncia de padrdes de
flavonodides (flavonas e flavondis) e de derivados de acidos benzdico e cindmico como
sendo importantes marcadores quimicos de méis de diferentes regides e origens geograficas
(ESTEVINHO et al., 2008).

Andlise de compostos fenolicos por CLAE tem sido sugerida como uma técnica
promissora para o estudo da origem floral e geografica do mel (AMIOT et al., 1989;
FERREERES et al., 1992; SABATIER et al., 1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993).
Em dez amostras de méis espanhois foram avaliados dezesseis flavonodides agliconas por
CLAE em fase reversa, com o intuito de investigar a origem geografica. Os principais
flavonoides identificados foram pinocembrina, pinobanksina, galangina, crisina, luteolina,
apigenina, isorhamnetina e 3-metil quercetina. Muitos desses flavondides foram
encontrados também em propolis (FERRERES ez al., 1991).

A flavanona hesperetina foi usada como marcador para caracterizar mel Citrus
europeu nao tendo sido detectada em nenhum outro tipo de mel estudado anteriormente,
incluindo rosmaninho, lavanda, girassol, améndoa, castanha, trevo branco, eucalipto,
Erisarum, Robinia, Rhododedron, Tilia, Prosopis, Calluna e méis multiflorais
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(FERRERES et al., 1993; 1994). Enquanto, o flavonol canferol foi descrito para mel
rosmaninho (FERRERES et al., 1994a; 1998) e a quercetina para mel de girassol (em niveis
relativamente altos 125-290 mg/100g mel) (TOMAS-BARBERAN et al., 2001). Além
dessas substancias, alguns acidos fendlicos também foram encontrados e usados como
marcadores quimicos. Destacam-se os acidos cafeico, para-cumarico e ferulico em méis de
castanha (ANDRADE et al., 1997; FERRERES et al., 1996a). Pinocembrina, pinobanksina
e crisina sdo flavonoides caracteristicos da propolis, e estas substancias foram encontradas
na maioria dos méis europeus (TOMAS-BARBERAN et al., 2001).

Em algumas amostras de méis, tais como lavanda e acacia, nenhum composto
fendlico especifico foi util como marcador quimico (TOMAS-BARBERAN et al., 2001).
Porém outros possiveis marcadores fitoquimicos, tal como o acido abscisico foi indicado
como possivel marcador para o mel urze (“heather”) por Ferreres e colaboradores (1996), e
posteriormente, foi encontrado em quantidades significantes em méis de acacia (TOMAS-
BARBERAN et al., 2001).

Sabatier e colaboradores (1992) descreveram em seu trabalho, a identificagdao de
pinocembrina, pinobanksina, crisina, galangina, quercetina, canferol e tectocrisina em mel
de girassol francés, utilizando CLAE com detector de arranjo de fotodiodos, com o apoio
de outras técnicas, a cromatografia de camada fina e cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas. Entre os flavonoides descritos, duas principais estruturas foram
encontradas: as flavanonas e os flavanois.

Martos et al. (2000) descreveram a identificacdo dos flavonoides: miricetina,
tricetina, quercetina, luteolina e canferol em diversos méis europeus de eucalipto por
CLAE, com o proposito de correlaciond-los com a origem floral e/ou geografica. Sendo que
a miricetina, tricetina e luteolina ndo haviam sido associadas, até entdo, com qualquer
origem floral especifica, podendo entdo ser marcadores do mel eucalipto.

Em 1997, Andrade et al. compararam dois tipos de méis portugueses, o mel urze
Erica sp e lavanda (Lavandula stoechas), € observaram que as amostras continham um
perfil de &cidos fendlicos comum, incluindo os 4cidos vanilico, clorogénico, cafeico, para-
cumarico, ferulico, meta-cumdrico e cindmico. O acido géalico apareceu somente no mel
lavanda. O mel urze foi caracterizado pela presenca dos acidos para-hidroxibenzoico,
siringico, orto-cumarico e elagico. A presenga do acido eldgico em méis Erica spp estava
de acordo com relatos anteriores, que o sugerem como marcador de origem floral.
Considerando a grande quantidade de acido para-cumarico nas amostras de mel urze (cerca
de 39%) e pequena quantidade presente no mel lavanda, também poderia ser relacionado
com a origem floral do mel Erica spp. Em outro trabalho com méis de urze foram
identificados os flavonodides miricetina, 3-metil miricetina, 3’-metil-miricetina e tricetina
(GUYOT et al., 1999).

Amostras de méis da Tunisia (norte da Africa), bem como propolis da mesma
regido, foram estudadas com o intuito de compara-las com o perfil europeu, além do
interesse nessas substancias para determinacdo de origem geografica e floral do mel. Os
perfis dos compostos fenolicos investigados nessas amostras foram completamente
diferentes daqueles encontrados nos méis europeus oriundos de diferentes origens florais.
Os méis europeus apresentaram o perfil para compostos fendlicos, relativamente constante,
porém os méis tunisianos mostraram uma variacdo, mesmo quando origindrios de mesma
fonte floral. Apenas cinco das treze amostras demonstraram conter flavonoides derivados
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de alamo (a principal planta fornecedora de propolis na Europa): pinocembrina, crisina,
galangina e pinobanksina, exatamente os que apresentaram maior conteido total de
fenolicos. Ainda procurando relacionar as substancias fendlicas dos méis da Tunisia com os
marcadores quimicos dos méis europeus, o mel rosmaninho da Tunisia também apresentou
como principais constituintes o canferol e 8-metoxicanferol. O mel de Citrus da Tunisia,
também apresentou hesperetina, em quantidades similares as encontradas nos méis de
Citrus da Espanha (MARTOS et al., 1997).

Com o intuito de analisar o contetido de flavonoides presente em méis de eucaliptos
da Australia, e determinar se os marcadores encontrados em méis eucaliptos europeus
estavam também presentes nas amostras australianas, Martos et al. (2000) e Yao et al.
(2004) analisaram sete amostras de Eucalyptus pilligaensis, duas amostras de E. melliodora
e seis amostras de E. camaldulensis utilizando cromatografia liquida. Os cromatogramas
das trés espécies australianas e da espécie européia demonstraram perfis similares para a
presenca de miricetina, tricetina, quercetina, luteolina e canferol (este minoritario). Porém,
os flavonoides pinocembrina, pinobanksina e crisina encontrados no mel europeu, nao
estiveram presentes no mel australiano; que por sua vez, apresentou a 3-metilquercetina que
ndo havia sido relatada no mel eucalipto europeu.

Em outro trabalho, realizado por Yao et al. (2004a), foram os 4cidos fenodlicos
investigados como marcadores quimicos de méis de eucalipto australiano (E. intermédia, E.
ochrophloia, E. crebra, E. nubila, E. melliodora, E. moluccana, E. camaldulensis, E.
globoidia, E. largiflorens). O 4cido galico foi o de maior concentra¢ao encontrado em todos
os tipos de méis estudados, exceto para o mel de E. globoidia, que foi dominado pelo acido
elagico. Como o acido galico ndo havia sido até entdo relatado, ele foi indicado como
marcador floral para méis eucaliptos australianos.

Segundo relatos de Anklam (1998), o mel de trigo mourisco apresentou alto
conteudo de 4acido para-hidroxibenzoico. A andlise do extrato identificou ainda, os
seguintes compostos: acidos  3,4-diidroxibenzoico,  para-hidroxifenilatico, 2,5-
diidroxibenzodico, para-hidroxifenilacético, meta-hidroxibenzoico, 3,4-diidroxicinadmico,
para-hidroxi-3,5-dimetoxibenzodico, orto-hidroxibenzodico, para-cumarico e 4-hidroxi-3-
metoxicindmico.

Na Crodcia em duas regides de produg¢do de mel de salvia (Salvia officinalis L.)
foram avaliados trinta e oito amostras por CLAE-DAD. Nesse trabalho foram identificados
os flavonoides quercetina, luteolina, canferol, apigenina, crisina e galangina, bem como os
acidos para-cumarico e cafeico. O acido abscissico foi identificado como majoritario,
podendo talvez diferenciar esses méis de outros. Os contetdos de flavonodides totais
variaram de 109,9 a 589,9 mg/100 g de mel (KENJERIC et al., 2008).

Com o objetivo de identificar os flavonoides e correlaciond-los com a atividade
antioxidante, Munoz et al. (2007) estudaram vinte e seis méis produzidos em diversas
regides do Chile. Os principais flavondides identificados foram pinocembrina,
pinobanksina, quercetina, canferol, crisina e galangina, além dos éteres: 3-metil-canferol,
luteolina, 7-metil-luteolina, 3-metil-quercetina e isorramnetina; todos eles caracteristicos
também de propolis. Os resultados desse estudo sugeriram altos niveis de contetido de
fenolicos e flavondides nos méis chilenos.

Em méis brasileiros, De Maria et al., 1999, estudaram os principais constituintes
nao-volateis de amostras de mel genuino derivados de diferentes espécies de plantas
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encontradas em distintos estados brasileiros. Os niveis de agua, acidez total, prolina livre,
atividade de diastase, HMF, frutose e glicose foram determinados em setenta e quatro
diferentes tipos de méis de Apis mellifera de quatro regides do Brasil, porém nenhum
composto fenodlico foi investigado e relacionado a origem botanica.

O nosso grupo de pesquisa (DA SILVA; LIANDA; MONTAGNI) vem estudando os
perfis cromatograficos de polifen6éis em amostras de méis e polen brasileiros de Apis
mellifera. Até o presente momento foram realizadas andlises dos méis de eucalipto e
silvestres dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, sendo que o trabalho foi desenvolvido
na dissertacdo de mestrado de Da Silva (2004, Tabela 3) e méis de laranjeira e silvestre do
Rio de Janeiro e Sdo Paulo, realizado na dissertacdo de Lianda (2004, Tabela 4). Com a
finalidade de dar continuidade a investigacdo de marcadores quimicos para os diferentes
méis brasileiros, ¢ entender também a composi¢do quimica do pélen apicola, na dissertagao
de Montagni (2005, Tabelas 5 e 6) foram investigados os acidos fenolicos e flavondides em
amostras de mel e polen silvestre e de assa-peixe, e de mel de macieira, de diferentes regides
brasileiras.

Tabela 3. Substincias fenodlicas identificadas nos méis de eucalipto e silvestres (DA
SILVA, 2004 - UFRR]J).

Amostras de méis  Substincias Fenodlicas identificadas por CLAE-DAD

Méis Eucalipto (RJ Acidos: gélico, vanilico, para-cumarico, ferulico e
e SP) cinamico.
Méis Silvestre (RJ) Acidos: galico, vanilico, clorogénico, orfo-cumarico,

cindmico e orto-metoxi-cinamico.

Tabela 4. Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres e de laranjeira (LIANDA,
2004 - UFRRYJ).

Amostras de méis  Substincias Fenolicas identificadas por CLAE-DAD

Méis Silvestre (RJ Acidos: para-metoxi-benzoico, para-
e SP) metoxicindmico, para-hidroxi-benzdico, galico,
vanilico, sindpico, protocatecuico, para-cumarico

Flavonoides: morina, quercetina
Méis Laranjeira Acidos: para-hidroxi-benzdico, vanilico, para-

(RJ e SP) cumarico, galico, sinapico, siringico, protocatecuico,
para-cumarico, cindmico e para-metoxi-cindmico.

Flavonéides: morina, quercetina, rutina
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Tabela 5. Substancias fenolicas identificadas nos méis silvestres, de assa-peixe e de
macieira (MONTAGNI, 2005 - UFRRJ).

Amostras de méis Substancias Fenolicas identificadas por CLAE
Meéis Silvestre Acidos: galico, protocatecuico, vanilico,
(regioes clorogénico, meta-cumarico,  para-cumarico
PR,MT,PB) cindmico, para-metoxi-benzoico, para-

metoxicindmico, para-hidroxi-benzobico,

Flavonoides: quercetina, hesperidina, rutina

Méis Assa-peixe Acidos: galico, protocatecuico, vanilico, meta-
(MG, SP, PR) cumarico, cindmico, para-metoxi-benzoico, para-
metoxicindmico, para-hidroxi-benzobico,

Flavonéides: quercetina, rutina

Mel Macieira (SP) Acidos:  para-hidroxi-benzdico, para-cumarico,
para-metoxi-benzdico.

Flavonoide: quercetina

Tabela 6. Substincias fenolicas identificadas nas amostras de polens apicolas
(MONTAGNI, 2005 - UFRRJ).

Amostras de Poélens Flavonoéides Identificados
Silvestre -MT tricetina, miricetina
Silvestre-PR tricetina, miricetina
Assa-peixe-SP Miricetina

No trabalho desenvolvido por Lianda (2004) foi descrito, pela primeira vez, a
presenca de flavondides em méis brasileiros. Os méis de laranjeira, (duas amostras de
Botucatu-SP e uma amostra de Taubaté-SP) apresentaram além dos acidos fendlicos, os
flavondides morina e quercetina, € um outro mel de Botucatu-SP apresentou quercetina e
rutina. Para as amostras de méis silvestres, uma de Itararé-SP apresentou morina e
quercetina, enquanto outra de Paraty-RJ apresentou apenas a morina. A morina foi isolada
de uma das amostras de mel (Taubaté-SP) e esta substancia ndo havia sido citada até entao
em outro mel, segundo relatos da literatura (LIANDA & CASTRO, 2008). Uma possivel
razao para se justificar a presen¢a da morina em mel Citrus sp., coletado na regido de Mata
Atlantica, pode ser em virtude da existéncia de varias espécies nativas e abundantes na
regido de coleta do mel; como no caso a presenca de Chlorophora tinctoria (L.) Gaudich,
que ja foi estudada e revelou a presenca da morina em sua composi¢ao quimica (WU et al.,
1994). Os perfis cromatograficos das substancias fendlicas para os méis monoflorais
(laranjeira), oriundos de diferentes regides geograficas, ndo sofreram alteracdes qualitativas
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drasticas, quando comparados aos méis heteroflorais (silvestres), que apresentaram um
perfil para os compostos fenolicos bastante variado. A ocorréncia dos acidos protocatecuico
€ para-cumarico em quatro amostras de méis de laranjeira indicou que estas substancias
poderiam ser usadas como marcadores quimicos destas espécies. Para os méis heteroflorais
(silvestre) ndo foi observada a presenga constante de nenhum dos 4cidos estudados, de
forma que pudessem ser considerados possiveis marcadores. Talvez isso possa estar
relacionado a diversidade da origem geografica e botanica. Sendo assim, sera necessario
um estudo mais aprofundado para a confirmagdo inequivoca da composi¢do quimica deste
mel, utilizando um nimero maior de amostras (LIANDA, 2004).

Em todos esses estudos, as andlises dos acidos fendlicos e flavonoides foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, através da observacdo do perfil
cromatografico dessas substidncias com o uso de padrdoes. Os compostos fenolicos foram
identificados e quantificados através da comparacdao dos seus tempos de retencdo com os
padrdes auténticos, além da comparagdo de seus espectros de ultravioleta e, em alguns
casos, o uso da espectrometria de massa (MARTOS et al., 1997; 2000; 2000a; MERKEN &
GARY, 2000; DATTA et al., 2003, YAO et al., 2004; LIANDA, 2004; YAOA et al., 2005;
GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; DIMITROVA et al., 2007; KENJERIC et al., 2008).
Nesses trabalhos o perfil dos compostos fenodlicos foi caracteristico dos tipos florais
estudados e, assim, as substincias analisadas serviram como marcadores bioquimicos para
autenticagdo botanica dos méis. O resultado mostrou que a andlise por CLAE das
substancias ndo-volateis pode servir como ferramenta coadjuvante para a determinagao
floral dos méis. O uso de detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foi muito 1til para a
identificacdo das substancias presentes no mel (TOMAS-BARBERAN et al., 1993).

A procura por produtos naturais, sem contaminacao, coloca o Brasil em situagdo
privilegiada de fornecimento de produtos apicolas no mercado nacional e internacional,
tendo por base a biodiversidade da nossa flora, a rusticidade e resisténcia das nossas
abelhas e a diversidade de nosso clima. Desta forma, ¢ importante o aperfeicoamento da
apicultura, em relagdo a produgcdo e manipulacio do mel e derivados, bem como, o
conhecimento dos constituintes quimicos que asseguram a tipificagdo destes produtos.

Nesse trabalho foram estudados os méis dos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo
(mais pobre em flora), onde sdo encontrados, com facilidade, trés tipos de méis,
principalmente o de flores silvestres, devido a vasta diversidade de espécies botanicas; os
méis de flores de eucalipto (Eucalyptus spp), provenientes das grandes areas de
reflorestamento; e os méis de flores de laranjeira (Citrus spp), que possuem maior procura,
devido as suas caracteristicas proprias obtidas a partir do néctar citrico (KOMATSU et al.,
2002).
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5- OBJETIVOS
5.1 - Objetivos Gerais

O objetivo do presente trabalho ¢ dar continuidade (foi iniciado durante o
mestrado, LIANDA, 2004) ao estudo sistematico de méis brasileiros de Apis mellifera,
com base nas andlises dos perfis cromatograficos das substancias fendlicas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado ao detector de arranjo de
fotodiodos (DAD), e correlaciond-los aos possiveis marcadores bioorganicos para
determinacao da origem floral e/ou geografica do mel.

5.2 - Objetivos Especificos

e Analisar o perfil cromatografico das substancias fenolicas nos méis uniflorais de
laranjeira e eucalipto por cromatografia liquida de alta eficiéncia, buscando
identificar marcadores bioorganicos para a origem botanica e/ou geografica.

e Analisar o perfil cromatografico das substancias fenolicas dos méis silvestres
oriundos da Mata Atlantica (segundo informagdes do apicultor), buscando
identificar marcador quimico de origem geografica.

e Determinar os teores de fendis totais e de flavonodides totais das amostras de méis,
através de técnicas colorimétricas, com o uso do ultravioleta.

e Avaliar o potencial antioxidante dos méis e dos seus extratos fendlicos utilizando
o método de captura dos radicais livres (DPPH).

e Correlacionar o perfil cromatografico dos extratos fenolicos com os resultados
obtidos para os ensaios de totais de fenois e de flavondides, com as atividades
antioxidantes dos méis e seus extratos fenolicos.

e Identificar e quantificar os graos de pdlen no mel, para identificar as fontes florais
em cada regido floristico-geografica.
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6 - PARTE EXPERIMENTAL

6.1 — Material e Métodos

Todos os solventes com graus de pureza para analise e espectroscopicos foram
obtidos comercialmente da Vetec Quimica Fina Ltda e da Tedia, e foram utilizados sem
purificacdo prévia. A agua utilizada na cromatografia liquida e nas purificacdes das
amostras de méis foi purificada em um aparelho de Milli-Q da Millipore. O acido acético
glacial, grau espectroscopico, foi obtido da Tédia Brasil e usado como modificador de pH
da fase aquosa nas analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As analises utilizando cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram
realizadas em cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 F254 (Merck, Darmstadf,
Germany). Foram selecionados, apos diversas investigagdes, dois eluentes, um para acidos
fenolicos e flavonoides livres (hexano: acetato de etila: 4cido formico — 15: 24: 1) e outro
para flavondides glicosilados (cloroférmio: metanol: dgua: acido férmico — 30: 18: 1: 1). A
visualizagdo das substancias em camada fina foi feita, quando possivel, sob luz UV a 254 e
365 nm e/ou pulverizadas com solucdo 1% de AICIl; em etanol como revelador quimico
para a avaliagdo de flavonoides. As misturas dos solventes utilizados nos processos
cromatograficos foram feitas em % v/v.

As fragdes contendo as substancias fenolicas foram separadas por cromatografia em
coluna aberta (CC) wusando resina Amberlite XAD-2 (copolimero de estireno e
divinilbenzeno, com poro 9 nm e particula 0,3—1,2 mm), obtido comercialmente da Supelco
(Bellefonte, PA, EUA).

Os solventes e as amostras foram previamente filtradas em membranas de nylon de
0,45 um obtidas da Sartorius antes de serem analisadas por CLAE.

A eliminagdo dos solventes dos extratos e das fracdoes obtidas das colunas
cromatograficas foi feita sob pressdo reduzida em evaporadores rotatérios FISATON,
mantendo a temperatura do banho de agua a 40°C.

Os ensaios de totais de fendis e de flavonodides dos méis, cujas leituras espectrofotométricas
foram realizadas na regido UV, foram obtidos em espectrofotometro Shimadzu, modelo UV
mini 1240, utilizando como solvente metanol grau espectroscopico e agua Milli-Q.

As leituras espectrofotométricas na regido UV realizadas, tanto para os padrdes
quanto para as amostras, na avaliacdo da atividade antioxidante foram obtidas no aparelho
ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay), modelo 680 microplate reader da Bio
Rad, utilizando como solvente metanol grau espectroscopico e/ou dgua de Milli-Q.

O estudo dos graos de polen no mel (Melissopalinologia), bem como a discussao
dos resultados obtidos, foram realizados no Laboratério ABELHA-NATUREZA, do
Instituto de Zootecnia da UFRRJ.

42



6.2 - Amostras de Méis

As amostras de méis foram compradas diretamente de apicultores ou entrepostos de
distribui¢dao de produtos apicolas ou do comércio local. Os méis estudados foram oriundos
das seguintes regides: Paraty, no estado do Rio de Janeiro; Itararé, Botucatu, Juquitiba,
Bebedouro, Aguai, Aguas da Prata, no estado de Sdo Paulo; Uberaba e Guaxupé, no estado
de Minas Gerais. As amostras compradas no comércio foram das seguintes regides: Rio de
Janeiro e Niterdi, no estado do Rio de Janeiro; Botucatu e Itapira, no estado de Sao Paulo; e
Campestre, no estado de Minas Gerais. Uma amostra de mel foi adquirida em um
entreposto de distribuicdo em Campinas-SP, sendo sua origem geografica nao identificada
(Tabela 7). Algumas amostras de méis estudadas anteriormente (LIANDA, 2004) foram
selecionadas para o estudo da atividade antioxidante (Tabela 8).

Para a determinagdo dos perfis cromatograficos foram estudadas vinte e quatro
amostras de méis de diferentes regides que tiveram suas predomindncias florais declaradas
pelos produtores, conforme segue: cinco amostras de méis silvestre (heterofloral), dezesseis
amostras de méis de laranjeira (monoflorais) e trés amostras de méis de eucalipto
(monoflorais) comercializadas no periodo de 2003 a 2008 (Tabelas 7 e 8). Todas as
amostras foram guardadas na geladeira a 4 C até o momento da analise, a fim de evitar
qualquer tipo de alteracao.
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Tabela 7. Amostras de méis analisadas nesse trabalho.

Codigo da Tipo de mel Origem Data de Data de Origem
Amostra Floral Coleta Chegada Geografica
ab.cp1.821-acet silvestre Heterofloral 01/2004 11/2004 Itararé-SP
ab.Cp1.823-éter silvestre Heterofloral 03/2004 12/2004 Juquitiba-SP
HCR1.S24-acet silvestre Heterofloral 01/2005 03/2005 Juquitiba-SP
dpLL22 laranjeira Citrus 01/2004 11/2004 Itararé-SP
dRLL25 laranjeira Citrus * 03/2005  Rio de Janeiro-RJ (Comércio)
dRLL26 laranjeira Citrus * 03/2005  Campestre-MG (Comércio)
dRLL27 laranjeira Citrus * 09-10/2004 Bebedouro-SP
IRLL28-acet laranjeira Citrus * 01/2006 Campestre-MG (Comércio)
ARLL29-acet laranjeira Citrus * 05/2006 Itapira-SP (Comércio)
ARLL30-6ter laranjeira Citrus * 01/2008 Aguai-SP
IRLL31--acet laranjeira Citrus * 11/2005 Bebedouro-SP
ARLL32-acet laranjeira Citrus * 11/2006 Bebedouro-SP
R LL40-6ter laranjeira Citrus 10/2006 10/2006 Paraty-RJ
ARLL41-acet laranjeira Citrus 10/2007 01/2008 Aguai-SP
IRLE34-acet eucalipto Eucalyptus * 08/2006 Uberaba-MG
ARLE35-6ter eucalipto Eucalyptus * 04/2007 Séo Carlos-SP
IRLE36-acet eucalipto Eucalyptus * * Campinas-SP (entreposto de
distribuicdo)

* sem informagao.
? andlises por CLAE-DAD.

b avaliacdo de atividade antioxidante (DPPH), determinagdo de fendis totais (Reagente de Folin-
Denis) e de flavonoides totais (AICI5).

¢ amostras oriundas de Mata Atlantica (segundo informagdes do apicultor).

d ~ Lo
amostras que foram descartadas durante o trabalho, por ndo apresentarem perfis cromatograficos
coincidentes com os padrdes avaliados ou perfis polinicos interessantes.
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Tabela 8. Amostras de méis selecionadas para avaliacdo de atividade antioxidante e
analisadas em trabalho anterior (LIANDA, 2004 - UFRRJ).

Codigo da Tipo de mel Origem Floral Data de Data de Origem Geogrifica
Amostra Coleta Chegada
ab.C o 1.S10-éter silvestre Heterofloral 03/2004 03/2004 Paraty-RJ
abCp1.S12-6ter silvestre Heterofloral 12/2003 03/2004 Itararé-SP
bR LO03-éter laranjeira CITRUS * 06/2003 Niteréi-RJ (Comércio)
a.b.C ol L15-acet laranjeira Citrus * 03/2004 Botucatu-SP
ab.Cpol L16-acet laranjeira Citrus * 03/2004 Botucatu-SP
ab.C o L18-éter laranjeira Citrus * 03/2004 Itararé-SP
abpL19-acet laranjeira Citrus * 03/2004  Botucatu-SP (Comércio)

* sem informagao.
* analises por CLAE-DAD.

b avaliacdo de atividade antioxidante (DPPH), determinagdo de fendis totais (Reagente de Folin-
Denis) e de flavonoides totais (AlCl3).

¢ amostras oriundas de Mata Atlantica (segundo informagdes do apicultor).
6.3 - Padroes Utilizados

Os padrdes dos acidos trans-cinamico, cafeico, prototocatecuico, meta-cumarico,
orto-cumarico e para-cumarico foram obtidos comercialmente da Sigma Chemical Co.
(Saint Lowis, MO, EUA) e os acidos gélico, siringico, ferulico, sinapico, orto-metoxi-
cindmico, para-metoxi-cindmico, para-metoxi-benzoico, para-hidroxibenzodico, meta-
hidroxi-benzdico, vanilico e clorogénico da Merck (Darmstadf, Alemanha). Os flavondides
quercetina, morina, canferol, hesperidina, rutina, quercetrina, isoramnetina, isoquercetrina,
miricetrina, luteolina, miricetina, naringenina, apigenina e canferol-3-glicosilado foram
obtidos da Merck (Darmstadf, Alemanha). A tricetina foi doada gentilmente, pelo Prof°® Dr.
Mario Geraldo de Carvalho (DEQUIM-UFRRI). As solug¢des dos padroes foram preparadas
individualmente ou misturadas. Essas solucdes foram feitas a 1% em metanol (grau
espectroscopico) e utilizadas como solu¢do estoque padrao. Todas as solucdes foram
filtradas previamente antes da andlise por CLAE, através de membrana de nylon de 0,45
pm.

Para avaliagdo de atividade antioxidante foi utilizado o padrao do DPPH (2,2—difenilpicril-
hidrazil) obtido da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha) também solubilizado em
metanol.
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6.4 - Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os padrdes e as amostras dos méis foram analisados em um aparelho Shimadzu
equipado com duas bombas modelo LC 10-AS, um detector de ultravioleta-visivel com
comprimento de onda varidvel (analisados a 365 nm), modelo SPD-10A, e integrador
modelo CR-6A. As amostras foram solubilizadas em metanol e injetadas através de injetor
Rheodyne 71251 com loop de 20 pL. As analises dos acidos fendlicos e flavonodides foram
realizadas em coluna de fase reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm d.i. e 5 um de tamanho de
particula, BETASIL) usando como fase mével metanol: acetonitrila (90:10, solvente A) e
agua: acido acético (99:1, solvente B). A separacdo foi feita com fluxo constante de 1,0
mL.min" e gradiente de eluicdo: 75% do solvente B, inicialmente, este foi reduzido para
30% em 25 minutos, 20% do solvente B em 29 minutos, 5% do solvente B em 31 minutos,
e, finalmente, com retorno para 75% do solvente B apds 33 minutos.

O monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 270 e 340 nm, visto que a
maioria dos acidos fenolicos e flavondides encontrados nos méis mostram suas absorc¢des
maximas no ultravioleta, préximos a esses comprimentos de onda (MARTOS et al., 1997).

Todas as analises foram realizadas novamente em outro aparelho (local — UNRC,
Universidad Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba — Argentina) equipado com quatro bombas,
Waters 2695, e um detector de arranjo de fotodiodos, Waters 2996, devido a presenga desse
detector. Com essa mudanca de aparelho, fez-se necessario também a altera¢do de coluna
e, portanto, alguns ajustes nas condi¢des cromatograficas. As amostras foram solubilizadas
em metanol: solvente B (fase movel, 5:95) e injetadas através de injetor automatico com
loop de até 100 pL, variando os volumes de injecdo de 20-40 pL. As analises foram
realizadas em coluna de fase reversa C-18 (100 mm x 2 mm d.i. ¢ 3 um de tamanho de
particula, PHENOMENEX GEMINI) usando como fase movel metanol: acetonitrila: acido
acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente B). A separagdo foi
feita com fluxo constante de 0,2 mL.min"' e gradiente de eluicdo: 96 % do solvente B
inicialmente, este foi reduzido para 5 % em 30 minutos, com retorno para 96 % do solvente
B apds 32 minutos. O monitoramento dos cromatogramas foi realizado com variagdo de
230-400 nm.

6.5 — Obtenc¢ao do Extrato de Mel

As substancias fenodlicas foram extraidas do mel segundo metodologia descrita
previamente na literatura (FERRERES et al., 1994; MARTOS et al., 2000; TOMAS-
BARBERAN, et al., 2001) com algumas pequenas modificagdes (LIANDA, 2004). A
amostra de mel (cerca de 50 g) foi misturada com 250 mL de 4gua destilada, ajustada a
pH = 2 com acido cloridrico concentrado e agitada com agitador magnético, a temperatura
ambiente, até completa dissolugdo. A amostra fluida foi em seguida, filtrada através de
algodao para eliminar possiveis particulas suspensas. O filtrado foi agitado juntamente com
cerca de 75 g de amberlite XAD-2 (poro 9 nm e particula 0,3-1,2 mm) e, em seguida,
empacotado em uma coluna de vidro (45 x 3,5 cm). A coluna foi entdo lavada
primeiramente com dagua acidificada (pH = 2 com HCI concentrado, 100 mL), e
subseqiientemente, com agua destilada (cerca de 150 mL) para remover todos os aglcares e
outros constituintes polares do mel, enquanto as substancias fenolicas permaneceram na
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coluna. A fracdo fenolica adsorvida na coluna foi entdo eluida com metanol (cerca de 350
mL). O extrato metandlico obtido foi concentrado até a secura sob pressdo reduzida em
evaporador rotatorio a 40°C. Apods esta etapa, foi realizado o procedimento de extragdo no
qual foram adicionados 15 mL de H,O destilada ao extrato metanélico, em seguida fez-se a
particio com dois solventes diferentes (cada coluna em um solvente): a) éter (TOMAS-
BARBERAN et al., 2001) e b) acetato de etila (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004;
MONTAGNI, 2005). Apos dez extragdes (10 x 10 mL), as fases organicas foram reunidas,
secas sob sulfato de sodio anidro e concentradas até secura em rotavapor a 40 °C. Em
seguida, o extrato foi redissolvido em 5 mL de metanol grau espectroscépico, filtrado em
membrana de 0,45 um e analisado por CLAE. Na Figura 15, além do preparo do extrato
fenolico, estdo representadas também, as seqliéncias que foram usadas para os demais
ensaios (fenodis e flavonodides totais, atividade antioxidante e analise melissopalinoldgica)
feitos nesse trabalho.

Mel Atividade
(50 g) Antioxidante
| - DPPH
Solugao agua
acidificada Flavonoides
(HCI, pH =2) Totais
(250 mL) - AICl
|
A(éucaNres Amberlite Fendis
e XAD-2 Totais -
gduosa) (75 g) Folin-Denis
I
Fracio Melissopali-nologia
metandlica - dgua:glicerol

(~350 mL.)
I

Particdo (sol. aquosa)

a) éter ¢ b ¢ b) acetato etila
EXTRATO EXTRATO
(~10- (~10-
Atividade
Antioxidante CLAE
-DPPH - DAD

Figura 15. Preparo e analises das amostras de méis.
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6.6 — Determinacao do Teor de Fenois Totais nos Méis

A concentracdo dos fendis totais nos méis foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito previamente na literatura (MEDA et al., 2005), porém
utilizando o reagente de Folin-Denis ao invés do reagente de Folin-Ciocalteau. Foram
efetuados trés ensaios para cada amostra, sendo apresentada a média, expressa em mg de
equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de mel.

O reagente de Folin-Denis foi utilizado para a quantificagdo dos fendis totais nas
amostras de méis silvestres e laranjeiras. Solubilizou-se 100 mg do mel em 1 mL de dgua
Milli-Q. A uma aliquota de 0,5 mL (utilizando micropipetas de 1000uL) dessa solugao
adicionou-se 2,5 mL de Reagente de Folin-Denis, apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de
solugdo recém-preparada de carbonato de sodio 14%. Manteve-se a mistura incubada por
2h. Em seguida, fez-se a medida de sua absorvancia a 760 nm, utilizando a dgua como
branco (MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007; KUCUK et al., 2007; PEREZ et al., 2007).

A seguir na Tabela 9 estdo apresentados os valores das absorvancias obtidos nos
ensaios de fendis totais realizados com os méis, em triplicata (e suas médias ¢ desvios
padrdo). Os resultados calculados dos teores de fenois totais dos méis estdo apresentados na

Tabela 22, p. 97.

Tabela 9. Valores das absorvancias (triplicata), médias e desvios padrao dos méis silvestres
e de laranjeira, nos ensaios de Folin-Denis.

Amostras - Leitura - Média
MEIS UV- Abs. Abs. £ DP*
(760 nm)
1° 2° 3°
Méis silvestres
RLS10 1,065 1,125 1,055 1,082 + 0,03786
RLS12 0,633 0,663 0,607 0,634 +0,02802
RLS21 0,803 0,855 0,791 0,816 + 0,03402
RLS23 0,748 0,811 0,765 0,775 = 0,03259
Méis laranjeiras
RLL03 0,558 0,639 0,603 0,600 = 0,04058
RLL15 0,544 0,493 0,594 0,544 +0,05050
RLL16 0,547 0,608 0,594 0,583 +0,03195
RLL18 0,83 0,738 0,731 0,766 = 0,05525
RLL19 0,495 0,52 0,551 0,522 + 0,02805

* DP = desvio padrdo
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6.6.1 — Preparo do reagente de Folin-Denis

O reagente de Folin—Denis foi preparado, solubilizando-se 5 g de tungstato de sodio
diidratado (Sigma-Aldrich), 1 g de &acido fosfomolibdico (Sigma-Aldrich) e 2,5 mL de
acido fosforico (Sigma-Aldrich) em 38 mL de dgua Milli-Q. A mistura foi mantida sob
refluxo por 2 horas, em seguida resfriou-se e diluiu-se a 50 mL em baldo volumétrico,
estocando no escuro. A solug¢do apresentou coloragdo esverdeada (Official Methods of
Analysis of the AOAC, 1950).

6.6.2 — Preparo da curva analitica com acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solu¢do aquosa padrao de acido galico
(1 mg‘rnL'1 = (0,0059 mM), a partir de aliquotas de diferentes volumes (2, 6, 8, 10, 20, 30,
50, 75 e 100 pL) que foram misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, € ap6s 5
minutos adicionou-se 2,0 mL de solugdo recém-preparada de carbonato de sodio 14%. As
leituras foram feitas contra um branco de dgua. A curva analitica foi construida a partir do
programa Origin 6.0 (UFRRJ), onde foi efetuada a regressdo linear e obtida a equacdo da
reta [y = a + b.x], relacionando concentracao de acido galico e absorvancia de cada leitura a
760 nm. Através dessa equacdo determinou-se indiretamente o teor de fendis totais nas
amostras, onde se substituiu y pela média da absorvancia de cada amostra de mel para se
calcular x (concentragao).

A seguir na Tabela 10 estdo apresentados os dados que geraram o grafico da curva
analitica do acido galico apresentado na Figura 49, p. 96.

Tabela 10. Valores das diferentes concentracdes da solucao do padrao de acido galico, com
suas absorvancias (triplicata), médias e desvios padrdo, nos ensaios de Folin-Denis.

Volume Leitura
- - Média
L [mg'mL 1] UV - Abs.
Wb (760 nm) Abs. + DP*
1° 2° 3¢

2 0,0004 0,147 0,147 0,138 0,144 + 0,00520

6 0,0013 0,264 0,295 0,246 0,268 = 0,02479

8 0,0018 0,309 0,35 0,311 0,323 + 0,02312
10 0,0022 0,355 0,422 0,392 0,390 + 0,03356
20 0,0044 0,622 0,597 0,619 0,613 + 0,01365
30 0,0066 0,822 0,966 0,955 0,914 + 0,08015
50 0,0110 1,435 1,594 1,464 1,498 + 0,08468
75 0,0164 2,076 2,313 2,109 2,166 + 0,12837
100 0,0217 2,755 3,012 2,757 2,841 + 0,14781

* DP = desvio padrao
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6.7 — Determinacao do Teor de Flavondides Totais nos Méis

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo metodologia descrita na
literatura (MEDA et al., 2005) utilizando como reagente o cloreto de aluminio. A 3,0 ml da
solucdo de mel em metanol (grau espectroscopico) ou metanol/agua (conforme a
concentra¢dao que variou de 300-800 mg‘mL’l) adicionou-se 3,0 mL de solugao metandlica
a 2% de cloreto de aluminio hidratado (Vetec). Ap6s 30 minutos em repouso, leu-se as
absorvancias das solugdes no comprimento de onda de 415 nm, contra o branco consistindo
de 3 mL de solugdao de mel misturados a 3 mL de metanol sem cloreto de aluminio (MEDA
et al.,2005; AHN et al., 2007).

A seguir na Tabela 11 estdo apresentados os valores das absorvancias obtidos nos
ensaios de flavondides totais realizados com os méis, em triplicata (e suas médias e desvios
padrao). Os resultados calculados dos teores de flavonodides totais dos méis estdo
apresentados na Tabela 23, p. 100.

Tabela 11. Valores das absorvancias (triplicata), médias e desvios padrdo, dos méis
silvestres e de laranjeira nos ensaios com cloreto de aluminio.

Amostras - [gmL™] Ik,)'ft::)as. Media
MEIS (415 nm) Abs. £ DP*
10 20 30
Méis silvestres
RLS10 0,8 -0,116 -0,155 -0,142  -0,138 + 0,020
RLS12 0,8 0,017 0,018 0,02 0,018 + 0,002
RLS21 0,6 0,27 0,246 0,221 0,246 = 0,025
RLS23 0,3 0,311 0,351 0,38 0,347 + 0,035
Méis laranjeiras
RLLO03 0,8 -0,001 -0,002 -0,002  -0,002 £+ 0,001
RLL15 0,8 0,029 0,025 0,03 0,028 + 0,003
RLL16 0,8 0,021 0,026 0,024 0,024 + 0,003
RLL18 0,8 -0,057 -0,055 -0,06  -0,057 £ 0,003
RLL19 0,8 0,02 0,02 0,018  0,019+0,001

* DP = desvio padrao

6.7.1 — Preparo da curva analitica com quercetina

A curva analitica foi feita a partir de uma solu¢do padrao de quercetina em metanol
(1,78 mgmL™" = 0,0059 mM). Em seguida foram coletadas aliquotas da solugdo original
com diferentes volumes (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 pL), as quais foram
acrescentados 3,0 mL de solugdo de cloreto de aluminio 2%. Apds 30 minutos em repouso,
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leu-se as absorvancias das solugdes no comprimento de onda de 415 nm, contra o branco
consistindo de 3,0 mL de solugdo de mel misturados a 3,0 mL de metanol sem cloreto de
aluminio. A curva analitica foi feita a partir do programa Origin 6.0 (UFRRIJ), efetuando-se
a regressao linear sendo obtida a equagdo da reta [y = a + b.x], relacionando concentragao
de quercetina contra absorvancia de cada leitura a 415 nm. Através dessa equacdo
determinou-se indiretamente o teor de flavondides totais nas amostras, onde se substituiu y
pela média da absorvancia de cada amostra de mel para se calcular x (concentragao).

A seguir na Tabela 12 estdo apresentados os dados que geraram o grafico da curva
analitica da quercetina apresentado na Figura 50, p. 99.

Tabela 12. Valores das diferentes concentragdes da solu¢do padrao de quercetina , com
suas absorvancias (triplicata), médias e desvios padrdo, nos ensaios com cloreto de
aluminio.

Leitura
VOllime [mg/mL] UV- Abs. Média
(kL) (415 nm) Abs. + DP*
1° 2° 3°
2 0,0012 0,057 0,049 0,053 +0,00566
4 0,0024 0,101 0,103 0,108 0,104 + 0,00361
6 0,0036 0,187 0,199 0,193 + 0,00849
8 0,0047 0,238 0,226 0,225 0,230 + 0,00723
10 0,0059 0,324 0,339 0,312 0,325 +0,01353
15 0,0089 0,475 0,486 0,481 + 0,00778
20 0,0118 0,625 0,658 0,586 0,623 + 0,03604
25 0,0147 0,833 0,911 0,824 0,856 + 0,04784
30 0,0176 0,993 1,028 1,014 1,012 £ 0,01762
40 0,0234 1,402 1,421 1,401 1,408 £ 0,01127

* DP = desvio padrio

6.8 — Determinacao da Atividade Antioxidante com DPPH
6.8.1 — Atividade antioxidante dos méis, dos extratos e dos padroes fenolicos

A atividade antioxidante das substincias presentes nos méis e seus extratos foi
determinada por meio da capacidade seqiiestrante do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) (MENSOR et a/., 2001). Na presenca de um antioxidante, a coloragdao
purpura do DPPH decai, e a mudanca de absorvancia pode ser lida
espectrofotometricamente (PEREZ et al., 2007). Para a determinagio da atividade
antioxidante dos méis e dos seus extratos, bem como dos padrdes comerciais, foi utilizado
solu¢do metandlica 0,3 mM de DPPH. Para a determinacdo da atividade antioxidante

51



foram preparadas solugdes metandlicas estoque dos padrdes comerciais dos acidos galico,
protocatecuico e para-cumarico e dos flavonoides quercetina, morina e rutina nas
concentragdes de 100 uM; dos extratos (em metanol) na concentragdo de 0,1 mg'mL'1 (100
ngmL™) e dos méis (solubilizados em metanol : 4gua — 50:50) na concentra¢do de 100
mg‘mL’l. A partir da concetragdo inicial foram feitas diluigdes para fornecer a faixa de
melhor atividade. Os ensaios foram realizados em microplacas com 96 pocos de 100 uL de
volume, onde foram adicionados 71 puL da amostra ou do padrao ¢ 29 pL da solugdo de
DPPH (Figura 16), que correspondeu aos seis pontos nas concentragdes de 71; 35,5; 17,75;
7,1; 0,71 ¢ 0,071 ug'mL'l de amostra ou uM de padrdo ou rng'mL'1 de mel. As leituras
foram feitas ap6s 30 minutos de incubagdo no escuro, em espectrofotometro ELISA a 490
nm. O branco especifico da amostra foi determinado usando 29 puL de metanol e 71 pL da
amostra de cada concentra¢do, € o controle positivo com 29 pul. de DPPH e 71 uL de
metanol. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.

conlrole 71 pL MeOL +29uL DPPL

Diluicies

. padrao 21 uL padrio + 29pL DPPL
Elg}'} pM (ou amostra) Thk: peixaa -

branco 71 pL padrio +29pL McOH
4 —> conlrole

"{i— 25 uM : i padrio
: — . o

10 p.M H amosira
) ] L5 ==
: padrio beo pad heo

\ y 1
100 uM FE 1 M ELISA
(tl'iplicata)'\ : i)
. — ==

Figura 16. Esquema do ensaio de atividade antioxidante utilizando o espectrofotometro
ELISA.
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A porcentagem de atividade de seqiiestrante (%AA) foi determinada segundo a
férmula abaixo (MENSOR ef al., 2001):

%AA =100 — [(AbS amostra— ADS branco) X 100 ]/ AbS controle onde,

Abs = absorvancia lida em 490 nm apo6s 30 minutos de reagao.
A amosta = absorvancia da solu¢ao de DPPH e a amostra a ser analisada (mel ou extrato).
A controle = absorbancia da solugdo de DPPH e metanol (solugdo controle positivo).

A branco = absorbancia da solugdo amostra (mel ou extrato) ¢ metanol.

A atividade seqiiestrante do radical livre DPPH também foi expressa em termos de
CEsp (concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% da concentragao
inicial do DPPH), através da média obtida nos graficos que relacionam o percentual de
atividade contra a concentracdo da substincia ensaiada. Desta forma, quanto menor o seu
valor, maior € a capacidade antioxidante das substancias presentes.

A seguir estdo apresentados os resultados das triplicatas dos ensaios de atividade
seqliestradora do radical livre DPPH realizados com os padrdes das substancias fenolicas
(Tabela 13), com os extratos (Tabela 14) e com os méis (Tabela 15), bem como suas
médias e respectivos desvios padrdo. Os valores desses ensaios em triplicata foram
mostrados aqui para facilitar a visualizacdo dos resultados finais (somente as médias)
durante a discussdo adiante em “resultados e discussao”.

Tabela 13. Valores de CEs9 (UM e ug'mL'l) obtidos para os padrdes das substancias
fenolicas nos ensaios de atividade antioxidante pelo método do DPPH, suas médias e
desvios padrao.

CE; Média Atividade Média Atividade
Ensaios Antioxidante (CEs) Antioxidante (CEs)
Padrdes [uM] [UM £ DP*] [ugmL™" + DP¥]
1° 2°

Quercetina 3,19 3,01 3,30 3,17 + 0,146 0,96 + 0,044
Morina 16,23 16,03 16,77 16,34 + 0,146 4,94 + 0,042
Rutina 8,39 8,23 8,95 8,52 + 0,377 5,20 + 0,230
Ac. Gilico 5,84 5,53 5,47 5,61 + 1,96 0,86 = 0,030
Ac. Protocatecuico 10,67 11,86 11,55 11,36 + 0,618 1,75 £+ 0,095

* DP = desvio padrdo

53



Tabela 14. Valores de CEsy obtidos para os extratos de méis nos ensaios de atividade
antioxidante pelo método do DPPH, suas médias e desvios padrao.

Amostras— CEs Média Atividade
EXTRATOS Ensaios Antioxidante (CEs)
[ngmL] [ugmL™" £ DP*]
1° 2° 3°
Méis silvestres
RLS10 5,81 6,40 6,32 6,17 +0,32097
RLS12 25,75 26,28 26,28 26,10 + 0,30398
RLS21 29,17 30,69 28,90 29,59 £ 0,96457
RLS23 32,50 31,31 28,00 30,60 +2,33251
Méis laranjeiras
RLLO03 54,21 58,01 46,39 52,87 +£5,92344
RLL15 19,20 21,23 18,39 19,61 + 1,46607
RLL16 29,67 30,73 28,80 29,74 £ 0,96717
RLL18 10,31 8,80 10,11 9,74 + 0,82215
RLL19 23,17 19,90 20,60 21,22 £1,72052

* DP = desvio padrio

Tabela 15. Valores de CEsy obtidos para os méis nos ensaios de atividade antioxidante pelo
método do DPPH, suas médias e desvios padrao.

Amostras — CEs.o Média Atividade
MEIS Ensaios Antioxidante (CEs)
. -1 . -1
[mg'mL "] [mgmL ™+ DP*|
10 20 30
Méis
silvestres
RLS10 11,39 10,59 10,46 10,81 + 0,50279
RLS12 17,96 20,12 21,13 19,74 + 1,61882
RLS21 17,82 17,35 20,09 18,42 + 1,46890
RLS23 18,50 16,33 17,74 17,52 +1,09953
Méis
laranjeiras
RLLO03 35,98 32,58 31,08 33,21 £2,51332
RLL15 37,88 38,94 31,85 36,22 £3,82154
RLL16 41,43 35,83 45,12 40,80 +4,67728
RLL18 26,95 30,39 32,20 29,85 + 2,66487
RLL19 56,33 47,35 54,24 52,64 +4,70035

* DP = desvio padrao
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6.9 — Analise Melissopalinolégica
6.9.1 — Preparo das laminas para avaliacdo no microscopio

Cada amostra de mel (cerca de 10 g) foi dissolvida em 20 mL de agua destilada em
um béquer. Essa solucdo foi dividida em dois tubos de centrifuga, os quais foram
centrifugados por 15 minutos (1500 a 2000 rpm). No caso de amostra muito viscosa ou que
apresentou pouco polen (o qual fica depositado no fundo do tubo apds a centrifugacao), foi
adicionado novamente 5 mL de 4gua destilada e submetido a centrifugacdo por mais 10
minutos, descartando-se o sobrenadante em seguida. Em seguida, descartou-se o
sobrenadante de cada tubo (virando o tubo de uma vez), adicionou-se, a cada tubo, 5 mL de
solugcdo aquosa de glicerol 50% e apds repouso por 30 minutos, centrifugou-se por 10
minutos e descartou-se o sobrenadante novamente. Os tubos sdo deixados virados para
baixo para secagem da solucdo de glicerol (quanto mais seco estiver o pdlen extraido, mais
facilmente serda manuseado e melhor ficara também a lamina para leitura). O residuo
polinico que fica no fundo do tubo, foi retirado com gelatina glicerinada, que foi espetada
com alga de ponta de platina esterilizada, para ser aplicado a lamina de microscopio. A
lamina foi colocada sobre uma placa de aquecimento a mais ou menos 40°C para derreter a
gelatina contendo o pdlen, em seguida, a l1amina foi vedada com laminula e parafina. Cada
amostra de mel foi preparada em triplicata. (DAG et al., 2006 ; SAA-OTERO et al., 1993).

6.9.2 — Identificacio dos tipos polinicos

As laminas foram observadas em microscopio para a identificagdo dos graos de
polen através de sua morfologia. De acordo com a recomendagdo de Sad-Otero et al.
(1993), no minimo 500 graos de polen por amostra, devem ser contados e identificados para
determinar a composic¢ao polinica percentual do mel (Figura 17).

A interpretacdo dos tipos polinicos obtidos foi realizada pela Pesquisadora Dra.
Leila Nunes Morgado do Laboratorio ABELHA-NATUREZA, no Instituto de Zootecnia da
UFRRI.

Em resumo, levando-se em consideragdao na analise polinica de amostras de mel a
participacao de poélen anemdfilo e polinifero, bem como a relacdo quantitativa entre o polen
das plantas nectariferas e suas propriedades de sub- e super-representacdo, obtém-se um
diagnostico mais proximo a verdadeira procedéncia do mel (BARTH, 2004).

Buscou-se verificar a domindncia de no minimo 45% de algum tipo polinico, de
Eucalyptus (Myrtaceae) ¢ de Citrus (Rutaceae), para determinar a florada do mel; em caso
contrario, classificad-lo como mel silvestre (heterofloral).
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Legenda: 1. O mel é colocado sobre uma lamina para ser observado em microscopio (2). 3. Uma
idéia da variedade de formas ¢ tipos de grdos de polen que podemos encontrar. 4 e 5. Pode-se
verificar a qual espécie vegetal pertence o grao encontrado, através de comparagdo com o polinario
de referéncia. Dependendo da freqiiéncia com que os grios apareceram na lamina pode-se afirmar
que a espécime vegetal em questdo ¢ uma importante fonte de néctar (6) para o mel estudado.

Figura 17. Etapas de identificagdo dos grdos de pdlen presentes no mel
(http://www.webbee.org.br/pesquisa/melissopalino.htm).

Figura 18. Fotomicrografia de graos de polen de diferentes espécies vegetais
(http://www.apicoltura2000.it/riviste/meditmelis.htm).
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7 —RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil cromatografico de polifen6is em méis brasileiros de Apis mellifera tem
despertado o interesse de nossa equipe de pesquisa, em busca de marcadores quimicos que
auxiliem na determinacdo das origens botanica e geografica. Os méis analisados nestes
trabalhos de dissertacdes foram de origem de espécies de eucalipto e silvestre dos estados
do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (DA SILVA, 2004), os méis de laranjeira e silvestre dos
estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, inclusive de origem provéavel da Mata Atlantica
(LIANDA, 2004), méis silvestres, de assa-peixe e de macieira de diferentes estados
brasileiros (MONTAGNI, 2005). Com a finalidade de dar continuidade a investigacao de
marcadores quimicos de origem botanica e geografica para os diferentes méis brasileiros,
bem como avaliar a atividade antioxidante, o presente trabalho avaliou méis monoflorais de
laranjeira e eucalipto, além de méis silvestres da Mata Atlantica.

Os acidos fendlicos e flavonoides foram as classes de substancias escolhidas nas
analises dos méis brasileiros, porque ja foram reconhecidas, previamente, como sendo
potencialmente uteis como marcadores taxondomicos em méis europeus (TAN ef al., 1989;
ANDRADE et al., 1997, DATTA et al., 2003), e nos méis brasileiros (DA SILVA, 2004;
LIANDA, 2004; MONTAGNI, 2005), bem como pelo fato dessas substancias apresentarem
comprovadas atividades antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas e antibacterianas (AL-
MAMARY et al., 2002; ALJADI & KAMARUDDIN, 2003; MIORIN et al., 2003; PRIOR,
2003; KAMPA et al., 2004; ALJADI & KAMARUDDIN, 2004; CUSHNIE & LAMB,
2005; TSIMOGIANNIS & OREOPOULOU, 2006; SIDDHURAJU & BECKER, 2007).

Os processos classicos baseados em cromatografia de camada delgada analitica
(CCDA) e cromatografia em coluna aberta (CC) foram utilizados para a separagdo e
purificagdo das substancias fendlicas, em paralelo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de fotodiodo (CLAE-DAD) para a identificagdo de tais
substancias.

Nesse trabalho serdo apresentados os resultados da avaliagdo da atividade
antioxidante de amostras de méis que tiveram seus perfis cromatograficos estudadas
anteriormente (LIANDA, 2004). Além dessas amostras, novos méis foram obtidos e
tiveram seus perfis cromatograficos e a suas atividades antioxidantes estudadas.

7.1 — Estudo Melissopalinologico

As plantas nectariferas compreendem um grande numero de espécies variando de
regido para regido (BARTH 1989, 2004). No Sudeste brasileiro, dentre as cultivadas
salientam-se para a producdo de mel as flores das plantas citricas (Citrus sp.), tais como
laranjeira, bem como as de eucalipto, destacam-se numerosas espécies de Asteraceae, entre
as quais o assa-peixe, Hytis, Mikania, Epatorium (BARROS, 1962; BARTH, 1989;
CORTOPASSI-LAURINO & RAMALHO, 1988; MORETI et al., 2002).

Para a realizagdo da Melissopalinologia foi necessario a preparagao dos graos de
polen dos méis para poderem ser analisados pelo exame microscopico. Esta andlise
constitui-se em reconhecer os tipos polinicos encontrados nas amostras de mel e a partir
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deles chegar as espécies vegetais que os produziram, bem como a vegetacdo de interesse
apicola ao redor de um apidrio.

Nas Tabelas 16 e 17 estdo apresentados dados referentes aos totais de graos de pdlen
das espécies de eucalipto e de laranjeira, respectivamente, conforme laudo fornecido, o qual
esta em anexo 2, p. 156.

Primeiramente foram agrupados quantitativamente os graos de pdlen das espécies
nectariferas por subtragdo do pdlen das plantas anemofilas e poliniferas. Sobre este total de
polen nectarifero calcularam-se os respectivos percentuais de cada tdxon nectarifero.

Tabela 16. Resultados obtidos pelas analises dos tipos polinicos nos méis de eucalipto,
realizadas no IZ-UFRRJ, 2008, laudo em anexo 2, p. 156.

Amostras - Total de graos Total de graos % de graos
MEIS de poélen de poélen de pélen
Eucalyptus Eucalyptus
RLE34 2122 1780 83,9
RLE35 4807 3767 78,4
RLE36 3031 1729 57,04
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Tabela 17. Resultados obtidos pelas analises dos tipos polinicos nos méis de laranjeira,
realizadas no [Z-UFRRJ, 2008, laudo em anexo 2, p. 156.

Amostras - Total de graos Total de graos % de graos
MEIS de polen de pélen Citrus  de polen Citrus
RLL16 309 226 73,1
RLL18 450 286 63,5
RLL22 516 266 51,5
RLL25 1614 293 18,1
RLL26 3 SEM POLEN -
RLL27 553 315 57
RLL28 931 668 71,7
RLL29 992 652 65,7
RLL30 1214 960 79,1
RLL31 504 378 75
RLL32 601 539 89,7
RLLA40 517 355 68,7
RLL41 562 275 49

De acordo com os resultados apresentados por esta técnica, observou-se que os trés
méis de eucalipto (RLE34, RLE35 e RLE36) apresentaram porcetangem de graos de polen
de Eucalyptus superiores a 45%, indicando assim, que sdo oriundos das floradas indicadas
em seus rotulos. Quanto aos treze méis de laranjeira analisados apenas dois deles nao
apresentaram predominancia de graos de polen de Citrus, a RLL2S com apenas 18,1 % e a
RLL26 que continha apenas trés graos de polen no total, ndo sendo estes de Citrus.

Em resumo, levando-se em consideracdo na andlise polinica de amostras de mel a
participacao de polen anemofilo e polinifero, bem como a relacdo quantitativa entre o polen
das plantas nectariferas e suas propriedades, obtém-se um diagnoéstico que pode se
aproximar da verdadeira procedéncia do mel.

Na Figura 19 a seguir estdo exemplificadas as fotografias referentes a duas laminas
de amostras eucalipto e laranjeira avaliadas por microscopia, respectivamente.
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Figura 19. Fotografias das laminas avaliadas ao microscopio contendo graos de pdlen A)
Eucalyptus e B) Citrus.
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7.2 — Avaliacao da Atividade Antioxidante

Muitas substincias naturais, obtidas de alimentos, tém sido identificadas como
sequestradoras de espécies reativas de oxigénio, protegendo o corpo humano dos efeitos
destes, bem como retardando o aparecimento de muitas doengas cronicas (MEDA et al.,
2005).

As substancias com propriedades antioxidantes sdo utilizados na conservag¢ao dos
alimentos e referenciadas como benéficas para a satde, por serem eficientes captadores
radicalares, como demonstrado por AL-MAMARY et al. (2002); ALJADI &
KAMARUDDIN (2003); MIORIN et al. (2003); PRIOR, 2003; ALJADI &
KAMARUDDIN (2004); MEDA et al. (2005).

O mel ¢ reconhecido como fonte de compostos fendlicos, sendo que os méis
heteroflorais (silvestres) e monoflorais (laranjeiras), objetos deste estudo, apresentaram
consideraveis quantidades desta categoria de substancias, encontrados com maior
concentragao nos extratos dos méis silvestres.

Uma das propriedades mais interessantes do mel é a atividade antioxidante,
destacando-se os acidos fendlicos e flavondides presentes, considerados os principais
antioxidantes naturais desse alimento. O uso deste parametro pode ser utilizado para
assegurar a qualidade e o possivel potencial terapéutico dos méis. Danos oxidativos
irreversiveis de biomoléculas sdo alguns dos fatores que causam a ocorréncia e
desenvolvimento de numerosas doengas degenerativas. O ensaio com o radical DPPH ¢ um
método bastante utilizado para a determinagdo da atividade seqiiestradora de radicais de
extratos vegetais e compostos puros, por ser de facil e rapida execucao. Sendo assim, essa
etapa do trabalho visou investigar essa atividade de méis brasileiros de Apis mellifera, bem
como de seus extratos. A quantificacdo da atividade antioxidante pode ser utilizada para
assegurar a qualidade e o possivel potencial terapéutico dos méis.

7.2.1 — Avaliacio da atividade antioxidante dos padrées fendlicos

A atividade antioxidante foi avaliada pela determinagdo da captacdo do radical
DPPH (CEsp) pelos padroes de éacido galico, acido protocatecuico, acido para-cumaérico,
quercetina, rutina e morina e pelos extratos e amostras dos méis. As substancias fenolicas
foram selecionadas de acordo com o perfil apresentado por CLAE dos extratos de méis
estudados anteriormente (LIANDA, 2004). Esses foram os tnicos flavonoides encontrados
(quercetina, morina ¢ rutina) e foram selecionados devido as suas estruturas serem
favoraveis para o sequestro do radical DPPH; e entre todos os acidos fendlicos encontrados,
os derivados do 4cido benzodico (galico e protocatecuico) foram selecionados pelo mesmo
motivo e, ainda, foi escolhido o derivado do acido cinamico (para-cumarico) por ter
aparecido com frequéncia nas amostras de méis de laranjeira, podendo vir a ser indicado
como marcador quimico de origem floral. Desta forma, despertou-se a curiosidade de
avaliar-se a atividade antioxidante de um possivel marcador quimico.

O mecanismo das reacdes que envolve os flavonoides com o radical DPPH ja foi
discutido anteriormente (Figura 12, p. 26), inclusive especificamente da quercetina e rutina.
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Quanto a morina, que se diferencia da quercetina apenas nas posicoes das duas hidroxilas
no anel B, (orfo para quercetina, posicoes 3’ € 4’ e meta para morina, posi¢des 2’ e 4°), foi
observada uma atividade antioxidante menor quando comparada a quercetina, que tem as
orto-hidroxilas que sdo muito reativas e favorecem a gera¢do da orfo-quinona logo no
primeiro estagio (rapido) da reagdo com o DPPH e a formag¢do de “meta-quinonas” nao ¢
possivel, como ¢ o caso da morina agindo como seqiiestradora de radicais livres (Figura
20), mantendo-a na forma de radical. Observando os acidos fenolicos escolhidos, aguardou-
se um melhor resultado do acido galico, seguido do protocatecuico e por ultimo o para-
cumarico. Devido as hidroxilas vizinhas tanto o acido galico quanto o acido protocatecuico
geram uma orto-quinona a partir do seu radical apds ter doado hidrogénio, porém o acido
galico com uma hidroxila a mais, deve levar a formacao da orto-quinona mais rapidamente
(Figuras 21 e 22). Ja o acido para-cumaérico, com uma hidroxila apenas ndo possibilita a
geracdo da quinona, mantendo-se assim, como radical; além de apresentar menos estruturas
de ressonancia em relacdo aos outros dois acidos (Figura 23). Comparando-se os acidos
com os flavondides, os acidos galico e protocatecuico devem apresentar melhor resultado
que a morina que se mantém como radical fenoxila, enquanto os 4cidos formam a orto-
quinona. A quercetina e a rutina também devem apresentar resultados melhores que a
morina, mesmo sem a rutina apresentar a hidroxila na posi¢do 3 (anel C), pois ambas
podem formar orto-quinona (hidroxilas em 3’ e 4°, anel B).

OH o
Figura 20. Morina agindo como seqiiestrador de radicais livres sendo estabilizado por
ressonancia.
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Figura 21. Acido protocatecuico agindo como seqiiestrador de radicais livres formando
orto-quinona.

COOH COOH COOH
COOH / . - .
o OH O OH HO' OH
COOH
O OH OH OH Q
COOH COOH
OH \
- °
HO OH
(o) ° OH o) OH
COOH

OH COOH f

Figura 22. Acido gélico agindo como seqiiestrador de radicais livres e formando orto-
quinona.
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Figura 23. Acido para-cumarico agindo como seqiiestrador de radicais livres, sem a
formacao da quinona.
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Apos todas essas consideracdes teoricas sobre estruturas das substancias fendlicas e
suas relacdes com a capacidade seqiiestradora de radicais livres, foram avaliadas as
atividades antioxidantes desses padrdes através do método da captura do radical DPPH (p.
51). A determinagdo do CEsy foi obtida por regressao linear dos pontos plotados
graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores das médias obtidas
de triplicatas realizadas para cada um dos testes.

A partir daqui serdo apresentados cada resultado individualmente, e para demonstrar
o ensaio detalhadamente, a quercetina sera usada para exemplificar.

a) Quercetina

Segundo a metodologia citada, foram preparadas solu¢des-estoque dos padrdes na
concentracao de 100 uM e foram feitas algumas dilui¢des aleatorias para uma primeira
avaliacdo (em triplicata) em busca do CEs. Nos trés ensaios, o CEsy foram encontradas na
faixa de concentragdo entre 0,71 e 7,10 uM. Assim, os ensaios para a quercetina foram
realizados a partir de uma solugdo-estoque preparada na concentragdo de 10 uM. O Quadro
1 mostra o 1° ensaio, destacando-se, em negrito, a faixa que inclui o valor de CEsy.
Observa-se a direita, destacado em negrito, a concentragdo efetiva entre 40,2 e 52,5 %
(onde se encontra os 50%) e a esquerda, destacadas as correspondentes concentragdes da
quercetina, 1,78 uM e 3,55 uM, necessarias para seqiiestrar os correspondentes percentuais
da concentracdo do radical DPPH presente na solugao.

10 Contr.ole
- negativo
ENSAIO - DPPH média
ABS — 0,16 0,171 0,161| 0,159 0,1628
ABS ABS ABS ABS
[dilui¢des] | [microplaca] amostra 1 média % AA
10 uM 7,1 uM C 0,079 0,068 0,066 0,071 78,90
7,5 uM 5,33 uM D 0,085 0,085 0,109 0,093 64,57
5uM 3,55 uM E 0,108 0,124 0,11 0,114 52,48
2,5 uM 1,78 uM F 0,133 0,138 0,131 0,134 40,19
branco 1
10 uM 7,1 uM C 0,038 0,037| 0,035 0,0367
7,5 uM 5,33 uM D 0,036/ 0,036 0,034 0,0353
5 uM 3,55 uM E 0,035 0,038 0,037 0,0367
2,5 uM 1,78 uM F 0,036/ 0,038 0,036 0,0367

Quadro 1. Esquema das leituras (absorvancias) das amostras de quercetina em
microplacas, as concentragoes e valores de %AA, do 1° ensaio.
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Os dados obtidos no 1° ensaio foram utilizados para a constru¢do do grafico (Figura
24) que relaciona o percentual de atividade e a concentracdo da substancia ensaiada, no
caso a quercetina. Juntamente com o grafico, obtiveram-se a equacao da reta, o coeficiente
de correlagdo (R), nivel de significancia (p), desvio padrao e niimeros de pontos, que
permitiram o célculo do valor exato de CEsy, como exemplificado a seguir:

Y= A+B'X
50 = 26,98 (= 1,01) + 7,22 (+ 0,21) CEsp

CE50 = 3, 19 H.M

Portanto, este foi o primeiro resultado da triplicata referente a atividade antioxidante
da quercetina padrao. Este valor foi reunido com os demais na Tabela 13, p. 53.

75‘_ Linear Regression for Data1_D:
704 Y=A+B*X
65_- Parameter Value Error
60 | A 26,98413 1,00651
% b B 7,22327 0,20706
X 55
%0 R SO N P
45 |
f 0,99918 0,82181 4 8,20677E-4
40 |
35 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8
uM

Figura 24. Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentracao
da quercetina no 1° ensaio.

O Quadro 2 mostra o 2° ensaio da triplicata referente a atividade antioxidante da
quercetina como padrao e a Figura 25 mostra o grafico gerado e o valor de CEsg calculado.
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Controle
negativo
2° ENSAIO - DPPH média
ABS — 0,16 0,171 0,161| 0,159 0,1628
ABS ABS  ABS ABS
|diluicdes] | [microplaca] amostra 2 média % AA
10 uM 7,1 uM C 0,072| 0,071| 0,069 0,0707 78,70
7,5 uM 5,33 uM D 0,09 0,087 0,086 0,0877 67,03
5 uM 3,55 uM E 0,11 0,112 0,107 0,1097 54,12
2,5uM 1,78 uM F 0,132 0,133] 0,132 0,1323 40,81
branco 2
10 uM 7,1 uM C 0,038 0,035 0,035 0,036
7,5 uM 5,33 uM D 0,033] 0,035 0,034 0,034
5uM 3,55 uM E 0,036 0,034/ 0,035 0,035
2,5uM 1,78 uM F 0,036| 0,036/ 0,036 0,036

Quadro 2. Esquema das leituras (absorvancias) das amostras de quercetina em
microplacas, as concentracdes e valores de %AA, do 2° ensaio.

Linear Regression for Data1_E:

70 Y=A+B*X
657 Parameter Value Error
%AA
60+ A 28,52023  0,72701
B 7,13096 0,14956
557
507 R SD N P
45

0,99956 0,59364 4,39588E-4

T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8
[wM]

50 =28,52 (£ 0,73) + 7,13 (£ 0,15) CEsy CEs = 3,01 uM

Figura 25. Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragdao
da quercetina no 2° ensaio.
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No 3° ensaio foi incluido mais um ponto correspondendo a concentragao de 10,65
uM, e desses foram retirados quatro pontos para a construcao do grafico. O Quadro 3
ilustra o detalhamento do ensaio, bem como a Figura 26 o grafico gerado e o valor de CEsy,
sendo este o terceiro valor da triplicata da atividade antioxidante da quercetina padrao.

Os trés valores de CEsy da quercetina foram reunidos na Tabela 13, p. 53, sendo
calculadas as médias, bem como indicados os desvios padrao (foram considerados apenas
os valores que nao ultrapassaram 10% da média), juntamente com os resultados dos outros
padroes. Nessa tabela também foi apresentada a conversao desses resultados para a unidade
de medida pgmL”, com o intuito deles poderem ser utilizados como pardmetro de
comparacdo para os extratos e méis, posteriormente. Os valores das médias dos CEsy da
quercetina sao apresentados repetidamente na Tabela 18, p. 74 para fins de discussao.

Controle
3° negativo
ENSAIO - DPPH média
ABS — 0,157 0,169 0,15 0,162 0,1595
ABS ABS ABS ABS
|diluicdes] [[microplaca] amostra 3 média % AA
15 uM 10,65 uM D 0,051 0,053 0,052 89,34
10 uM 7,1 uM E 0,072| 0,075 0,0735 76,28
7,5 uM 5,33 uM F 0,096 0,095 0,0955 62,91
5 uM 3,55 uM G 0,118 0,107 0,108 0,111 54,44
2,5uM 1,78 uM H 0,127| 0,145 0,137 0,1363 37,93
branco 3
15 uM 10,65 uM D 0,035 0,036 0,034 0,035
10 uM 7,1 uM E 0,037| 0,035 0,035 0,0357
7,5 WM 5,33 uM F 0,037 0,036 0,036 0,0363
5uM 3,55 uM G 0,038 0,038 0,039 0,0383
2,5 uM 1,78 uM H 0,039| 0,037[ 0,036 0,0373

Quadro 3. Esquema das leituras (absorvancias) das amostras de quercetina em
microplacas, as concentracdes e valores de %AA, do 3° ensaio.
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8]

AA%

[24/10/2006 17:33 "/Graph1"
Linear Regression for
=A+B*

Paramete  Value Error

A 27,0114 2,85278
B 6,95836 0,58687

R SD N P

0,99296 2,32928 4 0,00704

50=27,01 (£ 2,85) + 6,96 (+ 0,59) CEs CEs)= 3,30 uM

Figura 26. Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentracao

da quercetina no 3° ensaio.
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b) Morina

A partir daqui ndo serdo demonstrados os detalhes dos ensaios, e sim os resultados
definitivos, dentro da faixa ja determinada, a qual variou de 3,55 uM a 35,50 uM para a
morina. A Figura 27 mostra os graficos gerados a partir dos trés ensaios realizados com a
morina e seus valores de CEsy calculados.

30/8/2006 15:30
inear Regresslon for
Y=A+B*

Paramete  Value Error

A 21,7444  1,2394
B 1,7409 0,0686

A%

R SD N P
0,9981,7386 6 <0.000

T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

[uM]
Eso = 16,23 uM
50 = 21,75 (£ 1,24) + 1,74 (£ 0,07) CEsy | CE0=16,23 1
100
907 L5/10/2006 14:08 "/Graph1"
inear Regressmn for
807
701 Paramete ValueError
AA%607 A 14,7121 1,93131
B 2,10397  0,10704
501 .
404 R SD N P
307 0,99486  2,70917 6 <0.0001
207
0 1‘0 1‘5 2’0 25 3‘0 3‘5 4{0

50 = 14,71 (+ 1,93) + 2,10 (+ 0,11) CEsp

907

8071

CEs, = 16,77uM

[30/8/2006 15:36 "/Graph1" (2453977)]
Linear Regresswn for Data1_|

701 Y=A+B*X
Parameter  Value Error
AA% "]
50 A 19,39144 1,09913
B 1,90922 0,06092

401

R SD N P
307

0,99797 1,54181 6 <0.0001

20

CEs = 16,03 pM

50 = 19,39 (+ 1,10) + 1,91 (+ 0,06) CEs

Figura 27. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo da morina, equacdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para os
trés ensaios da triplicata.

Os trés valores de CEsyp da morina foram reunidos na Tabela 13, p. 53, sendo
calculadas as médias e indicados os desvios padrdo, juntamente com os resultados dos
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demais padrdes. Os valores das médias sdo apresentados repetidamente na Tabela 18, p. 74
para fins de discussao.
¢) Rutina

A melhor faixa de concentracdo para a determinagdo do CEsy da rutina variou de
0,71 pM a 17,75 puM. A Figura 28 mostra os graficos gerados a partir dos trés ensaios
realizados com a rutina e seus valores de CEsq calculados.

01 ‘
Linear Regression for Data1_O:
701 Y=A+B*X
601 Parameter Value Error
YAA A 2282562 141871
501 . B 3,23940,14583
401 R SD N P
301 " 0,99798 188302 4 0,00202

M)
50 = 22,83 (#1,42) + 3,24 (£0,15) CEs CEs = 8,39 uyM

o
L]
801 [18/10/2006 18:12 "/Graph1" (2454026)]
. Linear Regression for Data1_E:
701 Y=A+B*X
AAY% 604 b Parameter ValueError
0
A 20,46367 1,98569
50] B 358847 0,19516
1
404 [
R sbD N P
sof " 099269 2,78981 7  <0.0001
Y T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

M
50 =20,47 (£ 1,99) + 3,59 (£ 0,20) CEsy CEs, = 8,23 uyM

N
[23/8/2006 12:15 "/Graph1" (2453970)]
7a Linear Regression for Data1_E:
Y=A+B*X
604 Parameter  Value Error
AA% | A 1928786  1,39926
- B 3,43245 0,14383
404
R SD N P
3y -
0,99825 1,8572 0,00175
20 =
T

T T T T
0 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20
[n M]

50=19,29 (+ 1,40) + 3,43 (£ 0,14) CEs CE5 = 8,95 pM

Figura 28. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo da rutina, equacdes das retas e os seus valores de CEsy calculados para os
trés ensaios da triplicata.

Os trés valores de CEsp da rutina foram reunidos na Tabela 13, p. 53, sendo
calculadas as médias e indicados os desvios padrdo, juntamente com os resultados dos
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outros padrdes. Os valores das médias sdo apresentados repetidamente na Tabela 18, p. 74

para fins de discussao.

d) Acido gilico

A melhor faixa de concentragdo para a determina¢do do CEsg do acido galico variou
de 1,78 uM a 14,20 uM. A Figura 29 mostra os graficos gerados a partir dos trés ensaios
realizados com o 4cido galico e seus valores de CEsy calculados.
lAcido Galicd

1007

50=21,71 (£ 2,93) + 4,85 (+ 0,33) CEs

75]
704
657
604

AA%
557
507
457

40

2 4 6 8 10 12 14

[pM]

16

[15/11/2006 15:18 "/Graph1" (2454054)]
Linear Regression for Data1_l:
Y=A+B*X

Parameter  Value Error

A 21,70508  2,9304
B 4,84651 0,32887

R SD N P

0,99316 3,15441 5 6,77823E-4

CE50 = 5,84 HM

[17/1/2007 16:45 "/Graph1"
Linear Regression for
Y=A+B*

Paramete Value Error

A 37,0743  0,8534
B 2,36129  0,0889

R SD N P
099859 081612 4 0,00141

50 = 37,08 (£ 0,85) + 2,36 (+ 0,09) CEsp

907
807
707
AA% 607
501
407

307

T T
2 4 6 8 10 12 14

[pM]

CE50 = 5,48 HM

[1/8/2007 13:56 "/Graph1"
Linear Regression for
Y=A+B*

Paramete ValueError

A 23,73359 2,31336
B 4,75098  0,27999

R SD N P

0,99313 2,89792 6 <0.0001

20
0

50 = 23,74 (£ 2,31) + 4,75(% 0,28) CEsp

2 4 6 8 10
[uM]

12 14

16

CE50 = 5,53 HM

Figura 29. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracao do acido galico, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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Os trés valores de CEsp do acido galico foram reunidos na Tabela 13, p. 53, bem
como suas médias e desvios padrdao, juntamente com os resultados dos outros padrdes. Os
valores das médias sdo apresentados repetidamente na Tabela 18, p. 74 para fins de

discussao.

e) Acido protocatecuico

A melhor faixa de concentracdo para a determinagdo do CEsy do acido
protocatecuico variou de 3,55 uM a 17,75 pM. A Figura 30 mostra os graficos gerados a
partir dos trés ensaios realizados com o &acido protocatecuico e seus valores de CEsy

calculados.
-
ol
ol
AA% o]

404

Acido Protocatecuico

[uM]

50 = 34,02 (+ 1,27) + 1,38 ( 0,07) CEso

50 = 29,70 (+ 1,32) + 1,90 (+ 0,11) CEsp

[uM]

Acido Protocatecuico

50 = 22,04 (+2,75) + 2,36 (£ 0,21) CEs,

8 10 12 14 16 18

[uM]

[24/10/2006 18:06 "/Graph1" (2454032)]
Linear Regression for Data1_D:

Y=A+B*X

Parameter  Value Error

A 34,01781 1,2689
B 1,38395 0,07032

R sD N P

0,99488 1,77997 6 <0.0001

CESO = 11,55 uM

[30/8/2006 16:23 "/Graph1" (2453977)]
Linear Regression for Data1_O:

Y=A+B*X

Parameter  Value Error

A 29,70472 1,31605
B 1,90196 0,11178

R sD N P

0,99486 1,25481 5 4,42118E-4

CEs, = 10,67 uM

[24/10/2006 18:33 "/Graph1" (2454032)]
Linear Regression for Data1_H:
Y=A+B*X

Parameter  Value Error

A 22,03742
B 2,35718

2,74756
0,21065

R SD N P

0,99211 1,67211 4 0,00789

CEs, = 11,86 uM

Figura 30. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante
concentragao do acido protocatecuico, equacdes das retas e os seus valores de CEsy
calculados para os trés ensaios da triplicata.

€ a

Os trés valores de CEsg do acido protocatecuico foram reunidos na Tabela 13, p. 53,
bem como suas médias e desvios padrao, juntamente com os resultados dos outros padrdes.
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Os valores das médias sdo apresentados repetidamente na Tabela 18, p. 74 para fins de
discussao.

f) Acido para-cumarico

A faixa de concentragdo avaliada para a determinacdo do CEs¢ do acido para-
cumarico variou de 0,07 uM a 71,00 uM. A atividade antioxidante deste padrdo nao
apresentou bom resultado para os trés ensaios (Quadro 4), indicando que este acido nao
agiu como um bom seqiiestrador do radical DPPH.

1° ENSAIO controle média
0.2] 0215 0201 0,198 0,2035
% AA
[diluices] [microplaca] amostra 1 média
100 pM 71 pM C 0,213 0,208] 0,203 0,208] 16,13
50 uM 35,5 uM D 0,221 0,224 0,218] 0,221 9,91
25 uM 17,75 uyM E 0,224 0,212] 0,211 0,2157 13,68
10 pM 7,1 uM F 0,22 0,226 0,207 0,2177 10,40
1 pM 0,71 pM G 0,23 0,233 0,212 0,225 9,75
0,1 uM 0,07 pM H 0,208] 0,206 0,206 0,2067 16,46
branco 1
100 pM 71 uM C 0,036 0,036 0,04 0,0373]
50uM 35,5 uM D 0,036 0,037 0,04 0,0377
25 uM 17,75 uM E 0,038 0,04] 0,042 0,04
10 pM. 7,1 uM F 0,035 0,035 0,036, 0,0353
1 uM 0,71 uM G 0,038] 0,038] 0,048] 0,0413
0,1 yM 0,07 uM H 0,037 0,037 0,036 0,0367
2° ENSAIO controle média
0,191 0,213 02 0187 0,1978]
% AA
[dilui¢des] [microplaca] amostra 2 média
100 uM 71 pM C 0,217 0,235 0,209 0,2203 7,46
50 uM 35,5 uM D 0,205 0,229 0,215 0,2163 8,47
25 uM 17,75 uM E 0,178 0,201 0,21 0,1963 20,27
10 pM 7,1 uM F 0,214 0,229 0,225 0,2227 5,77
1 pM 0,71 pM G 0,201 0,217 0,221 0,213 12,68
0,1 uM 0,07 pM H 0,217 0,213 0,222] 0,2173 9,14
branco 2
100 pM 71 uM C 0,037 0,038 0,037 0,0373
50uM 35,5 uM D 0,035 0,035 0,036 0,0353
25 uM 17,75 uM E 0,038 0,039 0,039 0,0387
10 pM. 7,1 uM F 0,037 0,036 0,036 0,0363
1 uM 0,71 uM G 0,04 0,041 0,04 0,0403
0,1 uM 0,07 uM H 0,037 0,038 0,038 0,0377
3° ENSAIO controle média
0,191 0,213] 02 0187 0,1978]
% AA
[diluicdes] [microplaca] amostra 3 média
100 uM 71 pM C 0,211 0,213 0,203 0,209] 13,19
50uM 35,5 uM D 0,224 0,22] 0,217, 0,2203 6,11
25 uM 17,75 uM E 0,211 0,215 0,21 0,212 11,84
10 pM 7,1 uM F 0,226 0,214 0,211 0,217 8,64
1 uM 0,71 yM G 0,228 0,217, 0,217, 0,2207 8,13
0,1 pM 0,07 uM H 0,209 0,205 0,213 0,209 13,86
branco 3
100 uM 71 uyM C 0,038 0,04 0,034 0,0373
50uM 35,5 uM D 0,035 0,036, 0,033 0,0347
25 uM 17,75 pM E 0,039 0,036 0,038 0,0377
10 pM 7,1 uM F 0,036] 0,036 0,037 0,0363
1 uM 0,71 uM G 0,037 0,038 0,042 0,039
0,1 uM 0,07 uM H 0,036) 0,038 0,042 0,0387

Quadro 4. Esquema das leituras (absorvancias) das amostras de acido para-cumarico nas
microplacas, as concentragdes e valores de % AA nos trés ensaios.
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Os resultados apresentados nas Tabelas 18 referem-se as medias dos ensaios
: < . . w1l
realizados para cada padrdio em pM e, também convertidos em pgmL™ para serem
comparados aos extratos e aos méis.

Tabela 18. Valores das médias dos CEsy (UM e pgmL™) obtidos para os padrdes das
substancias fenolicas nos ensaios de atividade antioxidante pelo método do DPPH.

Padrées Média Atividade Média Atividade
Antioxidante (CEs) Antioxidante (CEs)
[uM] [ugmL|
Quercetina 3,17 0,96
Morina 16,34 4,94
Rutina 8,52 5,20
Ac. Gilico 5,61 0,86
Ac. Protocatecuico 11,36 1,75

Os padrdes de acido gélico e quercetina demonstraram ser significativamente mais
ativos que os demais. A partir dos valores obtidos para as atividades antioxidantes pelo
método do DPPH para os padrdes analisados, foi possivel observar que tais resultados
acompanharam as previsoes teodricas discutidas previamente no inicio deste item (paginas
61-62). Essas avaliagdes sao importantes, visto que, dificilmente encontra-se na literatura
essa discussdo aqui apresentada, bem como nao ha ainda uma padronizacao desses ensaios
com m¢éis e seus extratos, nem tampouco com os padrdes das substancias fenolicas.

7.2.2 — Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos dos méis

Conforme citado foram selecionados extratos de amostras (ricos em substincias
fenolicas) estudadas anteriormente (LIANDA, 2004) para avaliagdo antioxidante, bem
como foram incluidos dois extratos preparados posteriormente, sendo quatro méis silvestres
de origem provavel da Mata Atlantica (RLS10-éter, RLS12-éter, RLS21-acet ¢ RLS23-
éter) e cinco méis de laranjeira (RLL03-éter, RLL15-acet, RLL16-acet, RLL18-éter ¢
RLL19-acet, Tabelas 7 € 8, p. 44 ¢ 45).

As solugdes-estoque dos extratos (em metanol) foram preparadas na concentragdao
de 0,1 mgmL"' (100 ugmL™), ¢ foram realizados trés ensaios independentes (em
triplicata), seguindo a mesma metodologia utilizada para os padrdoes. Aqui serdo
demonstrados somente os resultados definitivos, ndo considerando aqueles que indicam a
melhor faixa de concentracdo efetiva. Primeiramente serdo citados os extratos de méis
silvestres e posteriormente os de laranjeira.

e M:éis Silvestres:
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a) Extrato do mel RLS10-éter

A melhor concentra¢do para a CEsy do extrato do mel RLS10 encontrou-se entre
0,07 e 10,65 pgmL™. A Figura 31 mostra os graficos gerados a partir dos trés ensaios
realizados e seus valores de CEsg calculados.

601
55
501
451

Extrato mel RLS10

Linear Regression for Data1_S:
Y=A+B*X

Parameter Value Error

AA% )
o A 18,93567  0,60745

35 B 5,34988  0,16635

304

SD N P
093796 5

. R
" 0,99855

25q
200 ®

<0.0001

[ugmL™]

_ . -1
50 = 18,94 (£ 0,61) + 5,35 (£ 0,17) CEsy | CFs0=5,81 pgmL

1
4 L]
b Linear Regression for Data1_H:
1 Y=A+B*X
1 Parameter Value Error
AA% . A 2088421 0,32651
e B 4,55099  0,08193
] R SD N P
] e 0,99968 045512 4 3,23965E-4
. -1
[ugmL™]

CEs) = 6,40 ugmL™"

50 = 20,88 (+ 0,33) + 4,55 (+ 0,08) CEso

80) Extrato mel RLS1

701 . [4/10/2006 16:50 "/Graph1" (2454012)]
Linear Regression for Data1_J:

Y=A+B*X

607

s Parameter  Value Error

AA%50] A
» B

16,50254 1,154
5,30252 0,19579
407

R SD N P

304

(] 0,99728 1,60514 6 <0.0001

204 .

[ngmL™

_ . -1
50 = 16,50 (+ 1,15) + 5,30 (+ 0,20) CEsy | CFs0= 60,32 pgmL

Figura 31. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo do extrato RLS10, equacdes das retas e os seus valores de CEsg calculados
para os trés ensaios da triplicata.

Os trés valores de CEsg de cada extrato foram reunidos na Tabela 14, p. 54, sendo
calculadas as médias e indicados os desvios padrdo. Os valores das médias sao
apresentados repetidamente na Tabela 19, p. 84 para fins de discussao.
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b) Extrato do mel RLS12-éter

A melhor faixa de concentracdo para a determinagdo do valor de CEsg do extrato do
mel RLS12 variou de 3,55 a 53,25 ugmL™. A Figura 32 mostra os graficos gerados a partir
dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsy calculados.

6517
60.] Extrato mel RLS12
[25/8/2006 20:51 "/Graph1® (2453972)]
554
Y=A+B*X
50
5] Parameter
AA%, ] > A 2191666 0,69842
B 1,09057 003464
35
30 p R SD N P
57, 099899 09126  0,00101
20

T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
. -1

[ngmL™]

_ . -1
50 =21,92 (& 0,70) + 1,09 (£ 0,03) CEsy | CEs0= 25,75 pgmL
Extrato mel RL$12

25/8/2006 21:11 "/Gragm“ (2453972)]
inear Regression for Data1_K:
Y=A+B*X

Parameter Value Error

AA% - A 21,70756 0,48062
B 107673 0,02384

> R SD N P
0,99951  0,62801 4 4,89721E-4

NN W WA B OO D O

T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
. -1
[ngmL7]

_ . -1
50 =21,71 (& 0,48) + 1,08 (£ 0,02) CEsy | CEs0=26,28 pgmL

90{ Extrato mel RLS 12 .

801 Linear Regression for Data1_S:
Y=A+B*X

701
Parameter Value Error

604 -

AA% A 13,68339 1,27724
501 B 1,38197  0,03891
401
= R SD N P

304
0,99921 1,49411 4 7,91783E4

201 -

0 10 20 30 40 50 60
. -1
[pgmL7]

— . -1
50 = 13,68 (& 1,28) + 1,38 (£ 0,04) CEsy | CEs0= 26,28 pgmL

Figura 32. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentra¢ao do extrato RLS12, equacdes das retas e os seus valores de CEsg calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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¢) Extrato do mel RLS21-acet

A melhor faixa de concentracao para a determinag¢do do valor de CEsy do extrato do
mel RLS21 variou de 3,55 a 71,00 ugmL™. A Figura 33 mostra os graficos gerados a partir
dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsy calculados.

554 Extrato mel RLS21 x
Linear Regression for Data1_M:

504 Y=A+B*X

451 Parameter Value Error
AA% . A 2398495 1,60627

401 B 0,89176  0,07937

35 R SD N P

304 0,99217 1,97231 4 0,00783

L]
L ]
5 T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40
. -1
[ngmL™]

— . -1
50 = 23,98 (+ 1,61) + 0,89 (+ 0,08) CEsy | CFs0=29,17 pgmlL

Extrato mel RLS21

701 .
] Linear Regression for Data1_O1:

Y=A+B*X

60

Parameter Value Error

AAY% 50 A 2349088 1,44338
] B 0,86373  0,04825

401
R SD N P

301 ol 0,99535 2,00645 5 3,80228E-4

20-

0 10 20 30 40 50 60
. -1
[ugmL7]

— . -1
50 = 23,49 (£ 1,44) + 0,86 (£ 0,05) CEs CEs=30,69 pgmL

5 Extrato mel RLS21 " Linear Regression for Data1_04:
Y=A+B*X

701
Parameter Value Error

657 [}
A 33,44244  1,18324

60 B 0,567291 0,02434

%9 » R SD N P

59 09982 0,96611 4  0,0018

45

-

10 20 30 40 50 60 70 80
. -1
[ngmL™]

_ . -1
50 = 33,44 (+ 1,18) + 0,57 (£ 0,02) CEsy | CEs0= 28,90 pgmL

Figura 33. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo do extrato RLS21, equacdes das retas e os seus valores de CEsg calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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d) Extrato do mel RLS23-éter

A melhor faixa de concentracdo para a determinagdo do valor de CEsg do extrato do
mel RLS23 variou de 3,55 a 53,25 ugmL™. A Figura 34 mostra os graficos gerados a partir
dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsy calculados.

65 Extrato mel RLS23
60 [9/9/2006 18:35 "/Graph1" (2453987)]
Linear Regression for Data1_H:
55+ Y=A+B*X
-
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AA%
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701
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504 Parameter  Value Error
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401 x
351 R SD N
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0 10 20 30 1 50 60
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_ . -1
50 = 24,45 (+ 1,50) + 0,82 (£ 0,05) CEsy | CFs0=31,31 pgmL

70] Extrato mel RLS23
-
65, B "
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60 Linear Regression for Data1_J:
- Y=A+B*X
55]
AA Parameter Value Error

50]

1,01813

0o/ A 2739609 !

5. B 080729 0,03404
40] .
35 R sD N P
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4 " fo " do " do " 4o " do " e
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Figura 34. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentra¢ao do extrato RLS23, equacdes das retas e os seus valores de CEsg calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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e) Extrato do mel RLL03-éter

A melhor faixa de concentragdo para determina¢do do valor de CEsy do extrato do
mel RLLO03 variou de 15,98 a 85,20 pgmL™. A Figura 35 mostra os graficos gerados a
partir dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsg calculados.

04 Extrato mel RLLO3 -
65 Linear Regression for Data1_H:
y Y=A+B*X

60

55 Parameter  Value Error

50] - A 2138681 132231
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Extrato mel RLLO3 ™
704 - Linear Regression for Data1_E:
Y=A+B*X

60 Parameter Value Error
AA% - A 1952621 184817

504 B 0,65686 0,03176

404 - R sD N P
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T T T T T T T T
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— . -1
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Figura 35. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentra¢ao do extrato RLL03, equacdes das retas ¢ os seus valores de CEsg calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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f) Extrato do mel RLL15-acet

A melhor faixa de concentracao para a determinag¢do do valor de CEsy do extrato do
mel RLL15 variou de 3,55 a 35,5 pgmL™. A Figura 36 mostra os graficos gerados a partir
dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsy calculados.
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Linear Regression for Data1_M:
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Figura 36. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracao do extrato RLL15, equacdes das retas e os seus valores de CEsp calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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g) Extrato do mel RLL16-acet

A melhor faixa de concentragdo para a determinacao do valor de CEsy do extrato do
mel RLL16 variou de 1,78 a 35,50 ugmL™. A Figura 37 mostra os graficos gerados a partir

dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsq calculados.
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Figura 37. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentra¢ao do extrato RLL16, equacdes das retas ¢ os seus valores de CEsg calculados

para os trés ensaios da triplicata.
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h) Extrato do mel RLL18-éter

A melhor faixa de concentragdo para a determinacao do valor de CEsy do extrato do
mel RLL18 variou de 3,55 a 35,50 ug'mL’l. A Figura 38 mostra os graficos gerados a partir
dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsq calculados.

804 Extrato mel RLL18 (]
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Parameter  Value Error
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Figura 38. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo do extrato RLL18, equacdes das retas e os seus valores de CEsp calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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i) Extrato do mel RLL19-acet

A melhor faixa de concentragdo para a determinacao do valor de CEsy do extrato do
mel RLL19 variou de 17,75 a 71,00 pgmL™. A Figura 39 mostra os graficos gerados a
partir dos trés ensaios realizados e seus valores de CEsg calculados.
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Figura 39. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo do extrato RLL19, equacdes das retas e os seus valores de CEsp calculados
para os trés ensaios da triplicata.
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Os resultados apresentados na Tabela 19 referem-se as medias dos ensaios
realizados para cada extrato em pgmL’, podendo ser comparados aos valores
encontrados para as substancias padroes (Tabela 18, p. 74).

Tabela 19. Valores das médias de CEsp obtidos para os extratos de méis nos ensaios de
atividade antioxidante pelo método do DPPH.

Amostras — Média Atividade
EXTRATOS Antioxidante (CEs)
[ugmL]

Méis silvestres

RLS10-éter 6,17

RLS12-éter 26,10
RLS21-acet 29,59
RLS23-éter 30,60

Méis de laranjeira

RLLO03-éter 52,87
RLL15-acet 19,61
RLL16-acet 29,74
RLL18-éter 9,74

RLL19-acet 21,22

Os extratos das amostras avaliadas (RLS10, RLS12, RLL03, RLL15, RLL16,
RLL18, RLL19), cujos perfis cromatograficos foram estudadas anteriormente (LIANDA,
2004), indicaram a presenca dos seguintes acidos fenolicos: acido cinamico, acido para-
cumarico, acido sindpico e para-metoxicindmico; acido para-hidroxibenzobico, acido
vanilico, acido siringico, acido protocatecuico e acido gélico; além dos flavondides:
quercetina, morina e rutina em pequena proporcao.

Os expressivo resultados obtidos para a atividade antioxidante dos extratos dos méis
podem estar relacionados a teor de substancias fenolicas presentes nesses méis. Os valores
obtidos para a atividade antioxidante dos extratos dos méis, quando comparados aos
valores obtidos para os padroes (Tabela 18, p. 74), podem estar relacionados as substancias
fenolicas que foram identificadas por CLAE-DAD, sugerindo assim, quais dessas
substancias sdo as responsaveis por tal atividade em cada amostra.

Observando-se as estruturas dos acidos fendlicos identificados nos diversos extratos
(Figura 3, p. 9 e figura 5, p. 10), apenas os acidos protocatecuico e galico podem formar
orto-quinona, e assim estabilizarem o radical gerado apds doarem seu hidrogénio radicalar
ao DPPH, e desta forma apresentar maior atividade. Os demais 4cidos que nao tém
hidroxilas vizinhas ndo podem formar a orto-quinona, supondo-se, entdo, apresentarem
menor atividade.
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Para o mel silvestre, o extrato RLS10 foi o que apresentou a melhor atividade
antioxidante (6,17 pgmL™), podendo até ser comparado a uma substdncia padrio,
principalmente a rutina (5,20 ug‘mL’l) (Tabela 18, p. 74); e este extrato apresentou pela
analise de CLAE-DAD, o acido galico, como a substancia majoritaria, € a morina em
pequena proporgao (area relativa) (LIANDA, 2004).

Os demais extratos dos méis silvestres (RLS12, RLS21, RLS23) apresentaram
resultados muito inferiores ao RLS10, e ndo apresentaram em seus perfis cromatograficos a
presenca do 4cido galico ou de qualquer substincia fenolica capaz de gerar orfo-quinonas
com facilidade, e assim, apresentar atividade seqiiestradora de radical livre.

Entre os extratos dos méis de laranjeira também foi possivel fazer a mesma
correlagdo. O extrato RLL03 (52,87 ug'mL'l) apresentou baixa atividade seqiiestradora do
radical DPPH, provavelmente por apresentar em sua composi¢do os acidos para-cumarico,
para-hidroxibenzoico (ambos com apenas uma hidroxila) e o acido vanilico (hidroxila
vizinha de metoxila), além de ndo apresentarem flavonodides. O extrato de mel de laranjeira
que apresentou o melhor resultado para a atividade antioxidante foi o RLL18 (9,74
pugmL™), que continha em seu perfil cromatografico 4cido protocatecuico como
constituinte majoritario. Os extratos RLL16 ¢ RLL19 que apresentaram valores de CEsg
inferiores (29,74 e 21,22 ug‘mL’l, respectivamente), também apresentaram o acido gélico,
porém em pequenas propor¢oes (LIANDA, 2004).

A partir desses resultados foi possivel observar uma correlacdo direta com a
presenca dos acidos galico, acido protocatecuico ¢ da morina, identificados nos perfis
cromatograficos dos extratos RLS10 e RLL18, que tiveram os melhores valores de CEsg
quando comparados aos padroes comerciais (Tabela 18, p. 74).

7.2.3 — Avaliacao da atividade antioxidante dos méis

Assim como foi apresentado para os extratos, primeiramente serdo citados os
ensaios de méis silvestres e posteriormente os de laranjeira. Os resultados (as triplicatas de
CEs), as suas médias e os desvios padrdo, foram reunidos na Tabela 15, p. 52. Os valores
das médias sdo apresentados repetidamente na Tabela 20, p. 95 para fins de discussao.

A seguir estdo apresentados os graficos, equacdes e valores de CEsy para os trés
ensaios independentes de cada mel estudado.
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° Amostras de M¢is Silvestres:

a) Mel RLS10

651 mel RLS10
[}
60: Linear Regression for Data1_E:
4 Y=A+B*X
554
4 u Parameter Value Error
0] A 27,62316 2,0657
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45
-
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304 -
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[mgmL™)

— . -1
50=127,62 (£2,07) + 1,97 (£ 0,17) CEsy CEso = 11,39 mgmL

a0

80 "
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Y=A+B*X
704
Parameter ~ Value Error
%AA .
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50
5 R sD N P
407
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(]
30 T T
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— . -1
50 =35,81 (+ 1,89) + 1,34 (£ 0,10) CEsy CEso = 10,59 mgmL
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804 -
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] Y=A+B*X
704
P t Value Ei
AA% J arameter alue rror
65] A 3737552 0,70892
col ) B 1,20691 0,03317
551 . R sD N P
501 0,99925 0,69409 4 7,54368E-4
4 -
5 10 15 20 25 30 35 40
[mgmL"]

— . -1
50 =37,38 (£0,71) + 1,21 (£ 0,03)CEsy | CFs0= 10,46 mgmL

Figura 40. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentragao do mel RLS10, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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b) Mel RLS12
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65+
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60+

554

50

Linear Regression for Data1_E:
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0,74081 0,06658
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Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X

Parameter Value Error
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R SD N P
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Figura 41. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracao do mel RLS12, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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¢) Mel RLS21

907 mel RLS21
{ =
Linear Regression for Data1_J:
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Figura 42. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentragao do mel RLS21, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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d) Mel RLS23
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[mgmL"]

— . -1
50 =39,09 (£ 1,70) + 0,62 (£ 0,04) CEs CEs=17,74 mgmL

Figura 43. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracao do mel RLS23, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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o Amostras de Méis Laranjeiras:

e) Mel RLL03

mel RLLO3
654
u Linear Regression for Data1_G:
60 Y=A+B*X
Parameter Value Error
L]
A% O A 35,93513 1,57047
L] B 0,39089 0,03574
504
R sD N P
451
- 0,98769 1,71549 5 0,00164
4 -

10 20 30 40 50 60 70 80
[mgmL"]

= . -1
50 = 35,94 (+ 1,57) + 0,39 (+ 0,04) CE | CFs0=35,98 mgmlL

65 mel RLLO3
L]
Linear Regression for Data1_E:
60 Y=A+B*X
Parameter Value Error
55+
L A 26,17379 0,79584
o, 3 3
AA% 50 B 0,73129 0,02344
457 R SO N P
40 - 0,99897 0,73006 4 0,00103
ki
T T T T 1
10 20 30 40 50 60

[mgmL"]

— . -1
50=26,17 (£ 0,80) + 0,73 (£ 0,02) CEsy CE5 = 32,58 mgmL

751

=
70: - Linear Regression for Data1_B:
651 Y=A+B*X
60: Parameter Value Error
AA% 1 A 31,13498 2,49652
554 B 0,60707 0,05682
J ]
501
1 R sD N P
454
4 0,98711 2,72705 5 0,00175
404 .
5

10 20 30 40 50 60 70 8'0
[mgmL"]

— . -1
50 =31,13 (=2,50) + 0,61 (+0,06) CEsy | CEs0= 31,08 mgmL

Figura 44. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentragao do mel RLL03, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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f) Mel RLL15

mel RLL15
60 (]
Linear Regression for Data1_Q:
554 Y=A+B*X
504 Parameter Value Error
]
o, A 24,67357 1,47001
AA% 451 B 0,66862 0,04402
40
[} R SD N P
35+
0,99569 1,5469 4 0,00431
307
=
25 T T T T —
10 20 30 40 50 60
[mgmL"]

— . -1
50 = 24,67 (£ 1,47) + 0,67 (+ 0,04) CEsy | CFs0=37,88 mgmL

60 mel RLL15
[}
55 Linear Regression for Data1_K:
Y=A+B*X
501 - Parameter Value Error
0,

AA% A 27,13269 2,00306
454 B 0,5873 0,05899
40 R sD N P

- 0,99006 1,83751 4 0,00994
357 -
T T T T 1
10 20 30 40 50 60
[mgmL™]

— . -1
50 =27,13 (£ 2,00) + 0,59 (£ 0,06) CEs CE5 = 38,94 mgmL

mel RLL15

65 Linear Regression for Data1_E:
Y=A+B*X

60
Parameter Value Error

55

AA% A 2670783  0,90593

50 B 0,73127 0,02668

45 R SD N P

40 0,99867 0,83105 4 0,00133

35 T T T

f) 20 30 40 20 60

[mgmL™]

— . -1
50 =26,71 (+ 0,91) + 0,73 (+ 0,03) CE5, | CEs0 = 31,85 mgmL

Figura 45. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentragao do mel RLL15, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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g) Mel RLL16

mel RLL16

704 " . .
Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X

[]
604 Parameter Value Error
o,
AA% A 20,48363 2,31698
501 B 0,71237 0,05273
(]

404 R sD N P

0,99188 2,53093 5 8,77103E-4
-
304 -
fo " 20 3 4o S0 6 Fo €
[mgmL™"]

50=20,48 (£2,32) + 0,71 (= 0,05) CEs

CEs)= 41,43 mg'mL'1

mel RLL16
601 < [18/9/2007 17:21 "/Graph1" (2454361)]
g Linear Regression for Data1_B:
56 Y=A+B*X
AA% T - Parameter Value Error
50 - A 31,38329 1,13819
J - B 0,51956 0,03278
45
1 R sb N P
404 > 0,99213 1,09163 6 <0.0001
]
35 T T T T 1
10 20 30 40 50 60
[mgmL"]

50 = 31,38 (= 1,14) + 0,52 (= 0,03) CEso

CEs, = 35,83 mg'mL'1

€ mel RLL16
55
Linear Regression for Data1_B:
50 Y=A+B*X
Parameter Value Error
45
A 2143235 1,42515
B 0,63314 0,03478
40
35 R sD N P
30 0,9955 1,38169 5 3,61748E-4
25 T T T T T T
10 20 30 40 50 60
[mgmL"]

50 = 21,43 (= 1,43) + 0,63 (= 0,03) CEso

CEs)= 45,12 mg'mL'1

Figura 46. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentragao do mel RLL16, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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h) Mel RLL18

90 mel RLL18
| L]
80 [22/11/2006 13:41 "/Graph1" (2454061)]
4 Linear Regression for Data1_J:
70 - Y=A+B*X
604 Parameter ~ Value Error
o J
AA% 50 A 8,53069 5,22311
4 B 1,53864 0,1564
40
1 (]
30 R sD N P
201 p 0,98983 549634  0,01017
10 T T T T T ]
0 10 20 30 40 50 60
[mgmL"]

— . -1
50 = 8,53 (£ 5,22) + 1,54 (£ 0,16) CEsy | CFs0=26,95 mgmL

o
1
7 [22/11/2006 14:35 "/Graph1" (2454061)]
Linear Regression for Data1_C:
Y=A+B*X
6 | ]
AA% Parameter  Value Error
5
4
R SD N P
3 L]
. 0,99701 2,15847 4 0,00299
12 t y + + t 1
0 10 20 30 40 50 60
[mgmL™]
-1 1 1 CEs, = 30,39 mg'mL'1
50 = 17,05 (+ 1,96) + 1,08 (+ 0,06) CEso
80
Linear Regression for Data1_F:
70 Y=A+B*X
Parameter Value Error
60
A 26,82448 2,08716
B 0,71978 0,04788
50
R SD N P
40
0,99343  2,4817 5 6,38818E-4
30

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[mgmL™]

— . -1
50 = 26,82 (£ 2,09) + 0,72 (+ 0,05) CEsy | CFs0= 32,20 mgmL

Figura 47. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracao do mel RLL18, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.
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i) Mel RLL19

oo

551 - Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X
501 -
Parameter Value Error
%AA “] A 2552791 143223
° B 0,43444 0,03305
404 -
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— . -1
50 = 25,53 (+ 1,43) + 0,43 (£ 0,03) CEsy CEs = 56,33 mgmL

mel RLL19

551 . Linear Regression for Data1_E:
Y=A+B*X

507 Parameter Value Error

454 A 22,62521 0,93401

[ ] B 0,57819 0,02751
AA%

404
R SD N P

354 0,99774 0,85682 4 0,00226

L]
301 []
T T T T 1
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— . -1
50 = 22,63 (+0,93) + 0,58 (+ 0,03) CEsy | CEs0= 47,35 mgmL
o0

- Linear Regression for Data1_B:
554
50 - Parameter  Value Error
AA% A 28,31679
45 4 B 0,39979
]
40 R SD N P
0,99656 0,92144 5 2,4218E-4
35 =
[
30

10 20 30 40 50 60 70 80
[mgmL™]

— . -1
50 = 28,32 (+ 0,85) + 0,40 (+ 0,02) CEsy | CFs0=54,24 mgmL

Figura 48. Graficos que relacionam o percentual de atividade antioxidante e a
concentracao do mel RLL19, equagdes das retas e os seus valores de CEsg calculados para
os trés ensaios da triplicata.

Os resultados apresentados na Tabela 20 referem-se as medias dos CEsg dos ensaios
realizados para cada mel em mgmL™.
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Tabela 20. Valores das médias de CEsy obtidos para os méis nos ensaios de atividade
antioxidante pelo método do DPPH.

Média Atividade
Antioxidante (CEsg)
[mgmL’+ DP]

Amostras — MEIS

Méis silvestres

RLS10 10,81 + 0,50279
RLS12 19,74 +£1,61882
RLS21 18,42 + 1,46890
RLS23 17,52 +1,09953
Mé¢is de laranjeira
RLLO03 33,21 £2,51332
RLL1S 36,22 +3,82154
RLL16 40,80 + 4,67728
RLL18 29,85 +2,66487
RLL19 52,64 +4,70035

Para facilitar a visualizacdo da comparacao dos resultados obtidos com os ensaios
de atividade antioxidante dos extratos e dos méis, os valores de suas médias estdo reunidos
na Tabela 21 e, em seguida sdo discutidas as observagdes realizadas.

Tabela 21. Valores das médias dos CEsp obtidos dos extratos e dos méis nos ensaios de
atividade antioxidante pelo método do DPPH, em },lg'mL'1 e mg‘mL’l, respectivamente.

AMOSTRAS Média Média
CE5 CEs
[ngmL"] - [mgmL™] -
EXTRATOS MEIS
Méis silvestres
RLS10 6,18 10,81
RLS12 26,10 19,74
RLS21 29,59 18,42
RLS23 30,60 17,52
Méis de laranjeira

RLLO03 52,87 33,21
RLL15 19,61 36,22
RLL16 29,74 40,80
RLL18 9,74 29,85
RLL19 21,22 52,64
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Comparando-se os resultados dos ensaios de atividade antioxidante dos méis
monoflorais com a de seus extratos, foi possivel observar uma maior variagdo nos valores
obtidos para os extratos e méis de laranjeira, onde os extratos se apresentaram mais ativos.
J& para os méis heteroflorais foi observado que os valores obtidos para as amostras de méis
silvestres foram mais ativos do que a dos seus extratos, exceto a amostra RLS10 que
apresentou o extrato como o mais ativo de todos (6,17 pgmL™). Apesar das diferencas
observadas, ainda assim, os melhores resultados mantiveram-se tanto para os méis quanto
para seus extratos para as amostras RLS10 (10,81 mg‘mL'1 e 6,17 ug'mL'l) e RLL18
(29,85 mgmL”' e 9,74 pgmL™"). Comparados aos padrdes usados, esses extratos
apresentaram atividades similares a rutina, com seus valores de CEsy proximos,
principalmente o RLS10. De maneira geral os resultados demonstraram que os méis
silvestres (provavel origem da Mata Atlantica) apresentaram-se mais ativos do que os méis
de laranjeira.

7.2.4 — Avaliacao do teor de fenois totais dos méis

Em paralelo aos ensaios de atividade antioxidante, os teores de fenois totais dos
méis foram quantificados através do método de Folin-Denis, utilizando o acido gélico como
padrao de referéncia (metodologia descrita na p.48), sendo a curva analitica tragada com as
concentragdes 0 — 0,025 mgmL™ para a determinagdo indireta dos teores de fendis totais
dos méis.

Na Tabela 10, p. 49, estdo apresentados os valores das diferentes concentragdes
obtidas da solucdo do padrao de acido galico, com suas absorvancias (triplicata e média)

nos ensaios de Folin-Denis, dados que geraram o grafico apresentado na Figura 49.
[CURVA DE CALIBRAGAO - ACIDO GALICO (Triplicata) |

304 Linear Regression for Data1_B:

Y=A+B*X
25
Parameter Value Error

20 A 009227 0,00847

ABS B 126,54353  0,83145

R SD N P

0,99985 0,01769 9 <0.0001

0,5 -

0,0 4

T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

[mgmL™]

Figura 49. Curva analitica da relacdo entre as médias das concentracdes da solugdo do
acido galico e as absorvancias (760 nm), nos ensaios de Folin-Denis.

A partir do grafico obteve-se a reta dada pela equacao:

Y =0,09227 (£ 0,00847) + 126,54353 (£ 0,83145) X,
com R =0,99985, p < 0,000l en=9.
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Os valores das absorvancias (triplicata, suas médias e desvios padrao) obtidos nos
ensaios de Folin-Denis das solugdes de méis silvestres e de laranjeira estdo apresentados na
Tabela 9, p. 48.

Para o calculo dos teores de fendis totais de cada amostra, suas médias de
absorvancias foram substituidas na equagdo fornecida pelo grafico representado acima,
obtendo-se as respectivas concentragdes (mg de acido galicomL™), cujos valores foram
convertidos em mg de &cido galico/100 g de mel, conforme demonstrado abaixo, utilizando
a amostra RLS10 como exemplo.

Y =0,09227 (£ 0,00847) + 126,54353 (£ 0,83145) X
1,082 = 0,09227 (+ 0,00847) + 126,54353 (+ 0,83145) X

X =0,00782 mgmL™"

Como o valor de 0,00782 mg (de acido galico) foi determinado por mL (de solucao
do ensaio), o calculo deve considerar que para cada amostra foram utilizados 5,0 mL de
solu¢do do ensaio (0,5 mL da solugdo de mel + 2,5 mL do Reagente de Folin-Denis + 2,0
mL da solu¢do de carbonato de sdédio). Sendo assim, a massa de acido gilico que
corresponde a essa solucdo foi 0,0391 mg (&cido galico). Considerando que nesse volume
de 5,0 mL da solucdo do ensaio ha 0,05 g de mel, concluiu-se que em 100 g desse mel
havia 78,2 mg de 4cido galico.

Os valores calculados para os teores de fenois totais para cada amostra de mel foram
reunidos na Tabela 22 abaixo.

Tabela 22. Resultados obtidos para teor de fendis totais para as amostras de méis, através
do Reagente de Folin-Denis.

Amostras — MEIS Teor de Fenéis totais
[0,1 g'mL'l] em (fq.ulvalleftes de
acido galico
(mg/100 g de mel)
Méis silvestres
RLS10 78,2
RLS12 42,8
RLS21 57,2
RLS23 54,0
Méis de laranjeira
RLLO03 40,1
RLL15 35,7
RLL16 38,8
RLL18 53,2
RLL19 34,0
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Os teores de compostos fendlicos totais nos méis variaram de 34,0 a 78,2 mg
EAG/100g de mel. Assim como os resultados obtidos para o ensaio de DPPH, os méis
heteroflorais (silvestre) apresentaram um teor de fenois totais superior ao existente nos méis
homoflorais (de laranjeira). E importante destacar que os méis RLS10 (78,2 mg/100g de
mel) e RLL18 (53,2 mg/100 g de mel) foram os que apresentaram maiores quantidades de
compostos fenolicos, mas tiveram uma diferenca consideravel entre os seus teores. Estes
resultados corroboram com aqueles apresentados para as atividades antioxidantes,
mostrando uma correlagdo positiva com o perfil fendlico encontrado. Os méis de laranjeira
RLL1S5, RLL16 ¢ RLL19, oriundos da mesma cidade (Botucatu-SP), apresentaram muito
semelhantes teores de compostos. Esta evidéncia pode ser justificada com base na
semelhanga das principais substancias fenolicas (acidos protocatecuico, para-cumarico e
para-metoxi-cindmico, por exemplo) identificadas em seus perfis cromatograficos por
CLAE (Tabela 29, p.136; LIANDA, 2004), o que poderia corroborar por serem de mesma
origem geografica.

7.2.5 — Avaliacao do teor de flavondides totais dos méis

O teor de flavonodides totais também foi determinado para as amostras de méis,
utilizando o ensaio com solu¢do de cloreto de aluminio, segundo metodologia descrita nas
p. 50.

O cation aluminio forma complexos estaveis com os flavondides em metanol,
ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e
uma intensificacdo da absor¢do. Dessa maneira, ¢ possivel determinar a quantidade de
flavonodides, evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os
acidos fenodlicos, que quase sempre acompanham os flavonoides. Nessas condigdes, 0
complexo flavonoide-Al absorve em comprimento de onda bem maior do que o flavonéide
sem a presenca do agente complexante . Os &cidos fenolicos, mesmo os que formam
complexos com AICl;, absorvem em comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se
dessa maneira interferéncias nas medidas de absorbancia.

A curva analitica para a determinagdo indireta dos teores de flavondides totais dos
méis foi criada usando a quercetina (0 — 0,025 mg'mL'l) como padrao. Na Tabela 12, p. 51,
estdo apresentados os valores das diferentes concentragdes obtidas da solugdao do padrdo de
quercetina, com suas absorvancias (triplicata e média) nos ensaios com cloreto de aluminio,
dados que geraram o grafico apresentado na Figura 50, dados que geraram o gréafico
apresentado na Figura 50.
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Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X

Parameter Value Error

A -0,04261 0,01338
B 60,62784 1,1436

ABS

R SD N P

0,99858 0,0251 10 <0.0001

T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

[mgmL"]

Figura 50. Curva analitica da relacdo entre as médias das concentragdes da solucdo de
quercetina e as absorvancias (415 nm), nos ensaios com cloreto de aluminio.

A partir do grafico obteve-se a equagdo da reta:
Y =-0,04261 (+ 0,01338) + 60,62784 (+ 1,1436) X,
com R =0,99858, p <0,0001 en=10.

As amostras de méis silvestres e de laranjeiras foram submetidas a0 mesmo ensaio
com cloreto de aluminio e os valores das absorvancias (triplicata, suas médias e desvios
padrdo) estdo apresentados na Tabela 11, p. 50.

Para o calculo dos teores de flavonoides totais de cada amostra, as médias de suas
absorvancias foram substituidas na equacdo fornecida pelo grafico representado acima
(exceto os que apresentaram valores negativos), obtendo-se as respectivas concentragdes
(mg de quercetinamL™). Os valores foram convertidos em mg de quercetina/100 g mel
conforme demonstrado abaixo, utilizando a amostra RLS23 como exemplo.

Y =-0,04261 (+ 0,01338) + 60,62784 (+ 1,1436) X
0,347 = -0,04261 (+ 0,01338) + 60,62784 (+ 1,1436) X

X = 0,0064 mgmL™"

Foram encontrados 0,0064 mg (de quercetina) por mL (de solu¢do do ensaio); como
foram utilizados para cada amostra 6,0 mL de solucao do ensaio (3,0 mL da solu¢dao de mel
+ 3,0 mL da solugdo de cloreto de aluminio), a massa de quercetina foi de 0,0384 mg.
Considerando que nesse volume de 6,0 mL da solu¢do do ensaio havia 0,9 g de mel,
concluiu-se que em 100 g desse mel havia 4,27 mg de quercetina.

Os valores calculados para os teores de flavondides totais para cada amostra de mel
estdo reunidos na Tabela 23.
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Tabela 23. Valores obtidos para teores de flavondides totais para as amostras de méis
usando cloreto de aluminio.

Amostras — MEIS Te(?r de Flavoon(')ides
totais em equivalentes
de quercetina
(mg/100 g de mel)
Méis silvestres

RLS10 0,00
RLS12 0,25
RLS21 1,6
RLS23 4,27

Méis de laranjeira
RLLO03 0,00
RLL1S 0,30
RLL16 0,28
RLL18 0,00
RLL19 0,25

Os resultados obtidos estdo de acordo com os relatos da literatura que sugerem que
nos méis brasileiros os acidos fenolicos sdo bem mais abundantes que os flavonoides. As
amostras RLL03 ¢ RLL18 ndo apresentaram flavondides em sua analise por CLAE
(Tabela 29, p. 136; LIANDA, 2004), e, portanto ndo apresentaram valores positivos nesse
ensaio. Novamente, os méis silvestres apresentaram teores de flavonodides totais superiores
aos méis de laranjeira, conforme foi encontrado para fendis totais e atividade atioxidante.
Além disso, foi possivel observar uma semelhanga entre as amostras de méis laranjeiras
RLL1S, RLL16 ¢ RLL19 de mesma origem geografica, conforme os resultados de teor de
fenois totais. A amostra RLS10 embora tenha apresentado apenas a morina por CLAE
(Tabela 29, p.136; LIANDA, 2004), ndo apresentou resultado para o ensaio de flavonoides,
podendo ser justificado pela sua baixa propor¢do no mel (area relativa) ou mesmo porque o
ensaio aqui em questdo ¢ menos sensivel do que a andlise por CLAE. Os maiores teores
de flavondides encontrados para as amostras RLS23 (4,27 mg) e RLS21 (1,6 mg) podem
ser justificados pelas presencas dos flavondides morina e isoquercetina e quercetina,
respectivamente, identificados por CLAE-DAD nesse trabalho (Tabela 28, p.135). O uso
do cloreto de aluminio para a determinagdo da quantidade de flavonoides totais ndo €, no
entanto, um procedimento isento de limitacdes. Ele pode ser pouco exato, ou seja, o valor
que ele fornece pode ser diferente (geralmente inferior) em relacdo a quantidade de
flavonoides totais realmente presente na amostra analisada.

Na Tabela 24 foram reunidos os resultados dos teores de fendis totais, de
flavondides totais, CEsg dos extratos € CEs¢ dos méis para facilitar a comparagao.
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Tabela 24. Resultados dos teores de fenodis e flavonoides totais, CEsq dos extratos e dos

méis.
Amostras Teor df’ Fenois TeE(.)r de . Meédia Meédia
2 totais em Flavonoides totais CE; CE5
— MEIS . . T o1l
equivalentes de  em equivalentes de [ugmL™] - [mg'mL™] -
acido galico quercetina EXTRATOS MEIS
(mg/100 g de mel) (mg/100 g de mel)
Méis
silvestres
RLS10 78,2 0,00 6,17 10,81
RLS12 42,8 0,25 26,10 19,74
RLS21 57,2 1,6 29,59 18,42
RLS23 54,0 4,27 30,60 17,52
Méis de
laranjeira
RLL03 40,1 0,00 52,87 33,21
RLL15 35,7 0,30 19,61 36,22
RLL16 38,8 0,28 29,74 40,80
RLL18 53,2 0,00 9,74 29,85
RLL19 34,0 0,25 21,22 52,64

Analisando os resultados, foi observado que as amostras de méis silvestres
apresentaram maiores teores de compostos fendlicos e melhores atividades antioxidantes
quando comparados as amostras de méis de laranjeira. No entanto, a atividade antioxidante
(CEsp) para os extratos dos méis de laranjeira apresentou-se similar aos extratos de méis
silvestres, exceto para o extrato RLLO3 (52,871 pgmL™), resultado ja discutido
anteriormente (p. 84). Parece existir alguma relacdo entre o teor em fendis totais e a
atividade antioxidante revelada, dado que as duas amostras (RLS10 ¢ RLL18) que sdo
mais ricas nestas substancias sdo também as que apresentam maior atividade. Os &cidos
galico e protocatecuico foram as principais substancias fenolicas presentes nos extratos
dos méis RLS10 e RLL18, respectivamente, por CLAE (LIANDA, 2004). Essas
substancias possuem propriedades que retardam ou inibem significativamente a oxidacgao
de lipidios ou outras moléculas através do seqiiestro de espécies reativas ao oxigénio
(ERO). Através de cromatografia liquida de fase reversa, LIANDA (2004) foram
detectadas as presencas desses e de outros acidos fenolicos, bem como de flavonodides
nos extratos de méis brasileiros.
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7.3 — Analises das Substiancias Fenolicas

No mel existem numerosos compostos fendlicos especialmente flavondides e acidos
fenolicos. Nos méis europeus, os flavondides predominam entre as substancias fenolicas
BANKOVA et al., 1982; AMIOT et al., 1989; FERRERES et al., 1992; SABATIER et al.,
1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993; ANDRADE et al., 1997). Por outro lado, as
pesquisas recentes sugerem que nos meéis brasileiros os acidos fendlicos sao bem mais
abundantes que os flavonodides (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004; MONTAGNI, 2005).
Embora a concentragdo das substancias fenolicas nos méis brasileiros seja relativamente
pequena, ¢ possivel identifica-los e utilizar os perfis obtidos como parametro para o
controle de qualidade quimico. Sendo assim, a identificacdo desses derivados fenodlicos
podera vir a auxiliar na caracterizagdo da origem floral e geografica de diferentes méis.
Como o conteudo dessas substincias varia com o tipo floral, tem-se a possibilidade de
utilizar tais substancias como marcadores quimicos do mel o que complementaria a sua
analise microscopica (analise polinica).

Embora os processos classicos baseados na cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA) e de coluna aberta (CC) continuem sendo utilizados para a separagao e
purificagdo de produtos naturais, énfase sera dada aqui a CLAE acoplada ao detector de
arranjo por fotodiodo devido a sua rapidez e reprodutibilidade para a identificacdo das
substancias fenolicas.

Dando continuidade ao trabalho de pesquisa do nosso grupo (DA SILVA, 2004;
LIANDA, 2004; MONTAGNI, 2005), este trabalho busca caracterizar os méis brasileiros
de Apis mellifera, através da identificacdo das substancias fenolicas (acidos fenodlicos e
flavonodides) por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
fotodiodo.

A escolha da CLAE com fase reversa (octadecil-C18) deve-se a sua rapidez e
reprodutibilidade para a identificagdo de substancias fendlicas quando acoplada ao detector
de arranjo de fotodiodos, utilizando-se da espectrofotometria de absor¢ao na regido do
ultravioleta.

A identificacdo dos acidos e flavondides foi feita através da comparagdo dos tempos
de retencdo, juntamente com as andlises dos respectivos espectros de absorcdo no UV,
comparado aos dos padrdes auténticos. Entretanto, nem todos os picos puderam ser
identificados dessa forma, pois os padrdes foram escolhidos de acordo com a literatura
prévia e a disponibilidade no laboratério, ndo sendo suficientes para monitorar todos os
picos presentes nos cromatogramas. Além do uso da CLAE, a cromatografia de camada
delgada analitica (CCDA) também foi usada para comparar os fatores de retencao (R¢) das
substancias presentes com aqueles dos padrdes, com objetivo de auxiliar na caracterizagao
das substancias fenolicas presentes no mel.

7.3.1 — Extracio das substiancias fenolicas dos méis

Com o objetivo de se obter fragdes ricas nos compostos de interesse e considerando-
se a complexidade da matriz do mel, a metodologia extrativa adotada foi realizada segundo
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protocolo descrito na literatura (TOMAS-BARBERAN, et al., 2001; FERRERES et al.,
1994; MARTOS et al., 2000), sendo feitas algumas adaptagdes (LIANDA, 2004).

De acordo com a descrigdao na parte experimental e esquema da Figura 15 (p. 47)
optou-se muitas das vezes trabalhar tanto com extrato etéreo como com o de acetato de
etila, para garantir o maximo de recuperagao das substancias fendlicas. Na apresentacao dos
resultados sera indicado quando estes dois solventes foram ou ndo utilizados.

Os extratos etéreo (a) e em acetato de etila (b) das amostras de méis (p. 47) apds
serem secos em rotavapor, foram primeiramente analisados por CCDA com o objetivo de
avaliar qualitativamente o perfil das substancias fenolicas presentes na matriz do mel, antes
de serem analisados por CLAE-DAD.

A escolha do solvente (éter e/ou acetato de etila) no processo de extragdo se baseou
na eficiéncia e reprodutibilidade do método para extrair as substancias fenolicas da matriz
do mel. Este fato pode ser observado a partir das analises das areas relativas dos picos
obtidas nos cromatogramas (CLAE), bem como através do célculo do rendimento bruto
obtido para o peso do extrato seco, observando o grau de recuperacdo apds 0s processos
extrativos. Partindo-se de 50 g de amostra de mel a massa do extrato fenolico obtida variou
de 10 a 53 mg dependendo do solvente utilizado e do tipo de mel (silvestre, laranjeira ou
eucalipto).

A escolha da coluna de fase reversa C-18 foi baseada nos trabalhos desenvolvidos
anteriormente pelo nosso grupo (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004; MONTAGNI, 2005),
porém alterando as demais condi¢gdes cromatograficas (fase movel, velocidade de fluxo e
tempo de anélise) para permitir a analise dos acidos fendlicos (benzdicos e cinamicos) e
flavondides (livres e glicosilados) em uma mesma corrida. Aqui serdo apresentados apenas
os resultados das condi¢des consideradas mais adequadas para as analises desses méis.

7.3.2 — Perfis cromatograficos dos padroes fendlicos

Primeiramente, os padrdes foram analisados em cromatoplacas de fase normal, com
o proposito de observar o fator de retengdo (R¢), bem como o aspecto e cor de suas manchas
observadas pela irradiagdo da luz UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm
(LIANDA, 2004).

Cada padrao de acido fenolico e de flavonodide foi analisado por CLAE-UV
individualmente, para terem seus tempos de retengdo determinados, e posteriormente foram
preparados como misturas. Como alguns acidos e alguns flavonodides apresentaram tempos
de retencdo muito proximos (devido as caracteristicas estruturais), apesar das curvas de
absorcao no ultravioleta serem distintas, estes foram reunidos, com o intuito de facilitar as
analises, em quatro misturas diferentes. As misturas foram denominadas A, B (para os
acidos fenolicos), C e D (para os flavonodides), e o acido cafeico analisado sozinho. As
informagdes obtidas, por CLAE-UV, para os tempos de retengdo dos padrdes nas misturas
foram utilizadas, posteriormente, para desenvolver as analises realizadas no CLAE-DAD
(trabalho desenvolvido na UNRC, Universidad Nacional de Rio Cuarto). Com o uso do
CLAE-DAD onde o comprimento de onda foi varidvel de 200 a 400 nm na mesma analise,
foi possivel reduzir o numero de misturas dos padrdes para trés, as quais foram
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denominadas Misturas 1, 2 e 3, ap6s os devidos ajustes concluidos.

Nas Tabelas 25, 26 e 27 foram reunidos os tempos de retengdo e os respectivos
comprimentos de onda de cada padrao nas misturas 1, 2 e 3, respectivamente, para facilitar
a comparacao com os dados obtidos nas amostras dos extratos dos méis. Os cromatogramas
e os espectros de absor¢dao no UV correspondentes as analises dos acidos e dos flavondides
padrdes estdo nas Figuras 51-53 (p. 106-108).

Tabela 25. Tempos de retengdo (tr) € comprimentos de onda (Amax) das substancias
contidas na Mistura 1 analisadas por CLAE -DAD.

Mistura 1 tr (minutos) Amax (NM)
Acido Vanilico 11,93 260,80 ; 291,80
Isoquercetina 18,90 255; 352,80

Morina 21,07 255 om ;351,80
Quercetina 22,32 255 ;374,80
Canferol 24,17 253 om ; 360,80

om = ombro

Nessa mistura, as curvas de absor¢do no ultravioleta para as substancias
isoquercetina (Amax= 255 e 352,8 nm) e morina (Amax =255 e 351,8 nm) mostraram-se
semelhantes, sendo importante assim, a observacao dos tempos de retengcdo para a
diferenciacdo dessas substancias.

Tabela 26. Tempos de retengdo (tg) ¢ comprimentos de onda (Am.x) das substancias
contidas na Mistura 2 analisadas por CLAE-DAD.

Mistura 2 tr (minutos) Amax (NM)
Acido cafeico 12,88 (banda II om) ;323,80
Rutina 19,02 256 ;353,80

Acido cindmico 20,42 277,80
Naringenina 22,13 288,80 ; (banda I om)

om = ombro
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Tabela 27. Tempos de retencdo (tg) e comprimentos de onda (Amax) das substancias
contidas na Mistura 3 analisadas por CLAE —DAD.

Mistura 3 tr (minutos) Amax (nM)

Acido Galico 4,15 270,80

Acido Protocatecuico 7,17 259,80 ; 294,80
Acido para-hidroxi-benzoico 10,07 255,80
Acido Siringico 12,98 274,80
Acido para-cumarico 15,17 308,80
Acido para-metoxi-benzdico 17,48 255,80

Tricetina 21,35 255 ;350,80

Para a interpretagdo dos resultados obtidos dos cromatogramas para as substancias
que apresentaram estruturas quimicas e/ou comportamento quimico semelhantes, cuidados
prévios foram tomados. Devido a possiveis interagdes entre as substancias nas misturas, em
alguns casos ocorreram coincidéncias ou pequenas variagdes nos tempos de retencao
quando comparados aos padroes analisados individualmente. Sendo assim, foi
imprescindivel o uso da curva de absor¢do no ultravioleta para a identificagdo das
substancias na matriz. Em alguns casos, até mesmo a unido destas duas informagdes ndo foi
suficiente para confirmar a estrutura de uma determinada substancia nos extratos do mel,
sendo necessario o uso da CCDA em fase normal para auxiliar.

Este fato pode ser exemplificado com os pares de substancias: isoquercetina e rutina
(tr = 18,90 e 19,02 min, respectivamente), ¢ morina e tricetina (tg = 21,08 e 21,35,
respectivamente). Em ambos os pares de substancias foram observados semelhangas tanto
nos tempos de retengcdo quanto nas curvas de absor¢cdo no ultravioleta (Tabelas 25-27;
Figuras 51-53, p. 106-108). Nestes casos foram imprescindiveis as analises dos fatores de
retencao (Ry) por cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) em fase normal, onde
as substancias isoquercetina (R¢= 0,50) e rutina (R¢= 0,38), bem como morina (R¢=0,48) e
tricetina (Rf = 0,43) puderam ser diferenciadas, permitindo assim, confirmar suas
respectivas estruturas. A diferenga entre as substancias isoquercetina e rutina ¢ apenas no
actcar no C-3, que para rutina ¢ um dissacarideo, a rutinose, e para a isoquercetina ¢ um
monossacarideo, a glicose, o que tornaria a sua identificagdo dificil na matriz do mel.
Enquanto a morina (flavonol) apresenta duas hidroxilas localizadas em C-2 e C-4’,
respectivamente, a tricetina (flavona) apresenta trés hidroxilas localizadas em C-3’, C-4’ e
C-5’ (anel B do flavonoide).
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Figura 51. Mistura 1 analisada por CLAE-DAD em coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm
X 3 um), fluxo de 0,2 mL.min"", fase movel metanol: acetonitrila: cido acético (89,1:9,9: 1
- solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente B), 200-400 nm.
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- solvente A) e dgua: acido acético (99:1 - solvente B), 200-400 nm.
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Figura 53. Mistura 3 analisada por CLAE-DAD em coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm
x 3 um), fluxo de 0,2 mL.min’l, fase movel metanol: acetonitrila: dcido acético (89,1: 9,9: 1
- solvente A) e dgua: acido acético (99:1 - solvente B), 200-400 nm.

As condi¢des cromatograficas aqui utilizadas permitiram melhorias na resolugao,
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reprodutibilidade e no tempo total de andlise para os padrdes das substancias fendlicas em
comparacdo aos apresentados anteriormente (LIANDA, 2004). Em cerca de 25 minutos de
analise, foi possivel, numa sé corrida, abranger os acidos e flavonodides estudados.

7.3.2.1 — Consideracgoes sobre as absor¢oes no UV dos padroes

A metodologia extrativa associada a analise por CLAE-DAD permitiu identificar os
acidos fenolicos e flavondides quanto a sua absorgao no ultravioleta sem que para isso
fosse necessario o seu isolamento.

A anadlise dos espectros de absorc¢ao no ultravioleta obtido pelo detector de arranjo de
fotodiodo e acumulados com varredura de 230-400 nm permitiu que se fizesse algumas
consideragoes relativas a estrutura das substancias cromatografadas.

Inicialmente, serdo apresentadas algumas consideragdes sobre os espectros de absor¢ao
no ultravioleta para os acidos fenodlicos, e posteriormente para os flavondides, para que
possam auxiliar a sua identifica¢cdo na matriz do mel.

a) Acidos fenélicos

Pelos dados acumulados de absor¢ao espectroscopica no detector de arranjo de
fotodiodo, determinou-se imediatamente o tipo de composto fendlico em questdo. Os
acidos fenolicos encontrados nas amostras dos méis estudadas foram os derivados de
acido benzoico (esqueleto C6-C1) e os derivados de acido cinamico (esqueleto C6-C3),
cuja origem biossintética tem como precursor importante o acido chiquimico, como
mostrado no item 2 (Figura 2, p. 8). Esta classificacdo facilitou a identificagdo pelo
espectro de ultravioleta quanto ao esqueleto estrutural basico, onde os derivados de
acido benzoico estudados foram: acido galico, acido protocatecuico, acido para-hidroxi-
benzoico, acido siringico, acido vanilico e dcido para-metoxi-benzoico (Figura 5, p. 10),
enquanto os derivados do acido cinamico foram: acido para-cumadrico, acido cafeico e
acido cinamico (Figura 3, p. 9).

Para efeito de discussdo os espectros dos acidos para-hidroxibenzoico e cinamico
foram utilizados como modelo para se discutir as modificagdes nas bandas de absor¢ao dos
espectros de todos os demais padrdes obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodo. Para o
acido para-hidroxibenzo6ico com apenas um grupo hidroxila no anel aromatico, observou-se
uma uUnica banda de absor¢do de Am.x a 255,80 nm, referente a banda B dos sistemas
aromaticos (transicao m - ©*). O acido cinamico, embora nao tenha o grupamento hidroxila,
manteve a mesma banda B de absor¢do maxima no ultravioleta (Amax = 277,80 nm), porém
com um desvio batocromico de 22 nm devido a extensdo de conjugagdo do anel com o
sistema olefinico presente na unidade C3 (Figura 54).
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Figura 54. Espectros de absor¢ao no UV dos acidos para-hidroxibenzoico e cinamico
obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos.

Para os derivados do acido benzdico que apresentam trés grupos hidroxila no anel
aromatico a alteragdo que se verifica ¢ um desvio batocrémico de 15-20 nm quando
comparados ao acido para-hidroxi-benzéico (Amax = 255,80 nm; PAVIA & LAMPMAN,
1979), independentemente do fato de estarem ou nao substituidos por metilas. Como
exemplo, temos o acido galico (Amax= 270,80 nm) e o acido siringico (Amax = 274,80
nm ; Tabela 27, p. 105; Figura 53, p. 108). Este dado est4 de acordo com esperado com
base nos efeitos dos substituintes previstos pelas regras de Woodward (WILLIAMS &
FLEMING, 1995).

Ja os derivados do acido benzodico que possuem substituintes nas posi¢des 3, 4 do anel
(orto-substituidos) apresentam espectros com duas bandas de absorcao, independente
dos substituintes serem hidroxilas e/ou metoxilas, como podem ser observados para os

espectros dos acidos protocatecuico (Amax=259,80 ¢ 294,80 nm) e vanilico (Amax =
260,80 e 291,80 nm; Tabelas 25 ¢ 27, p. 104 e 105; Figuras 51 e 53, p. 106 e 108).

Para os derivados de 4acido cinamico também foi observado um desvio batocromico em
relagdo ao acido cindmico padrao (Amax = 277,80 nm), quando estes possuem
substituintes nas posigoes 3, 4 do anel aromatico, independentes de serem hidroxilas
e/ou metoxilas. Como podem ser observados nos espectros dos acidos para-cumarico
(Amax= 308 nm, e cafeico (Amax= 323,80 nm).

b) Flavonoides

A espectroscopia no ultravioleta associada a CLAE ¢ a uma técnica bastante tutil
para a deteccao de flavonoides, durante os processos de monitoramento e/ou isolamento. O
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espectro no ultravioleta de um flavondide ¢ normalmente determinado em etanol ou
metanol e consiste tipicamente em duas bandas de absor¢do maxima: uma ocorrendo entre
240-285 nm (banda II, devido a absor¢cdo do anel A, sistema benzoila) e outra entre 300-
450 nm (banda I, devido ao anel B; sistema cinamoila; Figura 7, p. 11; SIMOES et al.,
2000; HARBONE, 1994). A posi¢do precisa e as intensidades relativas destes maximos de
absor¢dao dao uma valiosa informagdo quanto a natureza do flavonodide e ao seu padrao de
oxigenacgao.

Numa andlise rapida das Tabelas 25 a 27 (p. 104-105) verificou-se facilmente uma
semelhanga nos espectros de absorcdo dos flavonoides, tanto para a classe dos flavondis
glicosilados, como a rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) e isoquercetina (quercetina-3-O-
glicosideo); como para os flavondis e flavona agliconas: quercetina (3, 5, 7, 3°, 4’-
pentaidroxi-flavona), morina (3, 5, 7, 2’, 4’-pentaidroxi-flavona), canferol (3, 5, 7, 4’-
tetraidroxi-flavona) e tricetina (5, 7, 3°, 4°,5’-pentaidroxi-flavona) que apresentaram duas
bandas de absor¢do caracteristicas (banda I e banda II). A diferenca, no entanto, foi
observada para a naringenina (5, 7, 4’-triidroxi-flavanona), que por ser uma flavanona
apresentou apenas uma banda de absorcao intensa relacionada ao sistema benzoila (banda
I, anel A) (Figura 55; Figuras 8, p. 13).

A analise dos espectros de absor¢ao no ultravioleta forneceu consideracdes
importantes sobre o tipo de flavondide e o seu padrao de oxigenacao, particularmente
pela analise da banda I. Nas flavonas e flavondis a banda I aparece entre 304-355 nm, ja
as flavanonas exibem uma banda I de baixa intensidade, freqiientemente, aparecendo
como ombro da banda II (Tabela 26, p. 104; Figura 52, p. 107).

e gt

Esqueleto da Flavona Esqueleto do flavonol Esqueleto da Flavanona

Figura 55. Esqueletos basicos de flavonoides.

Quando os espectros dos padrdes foram analisados, observou-se que, se 0s
grupos hidroxilas nas posi¢des C-3, C-5 ou C-4’ dos nticleos das flavonas ou flavonois,
eram metilados ou glicosilados, ocorria desvios hipsocrdmicos, em especial na banda de
maior comprimento de onda (banda I). Esse fato foi observado nos espectros da
isoquercetina (Amax= 352,80 nm , banda I) e da rutina (Amax= 353,80 nm , banda I)
quando comparados ao espectro da quercetina (Ap.x—= 368,80 nm), que apresentaram um
efeito hipsocromico de cerca de 20 nm, em virtude da presenca do agucar no C-3,
glicose e rutinose, respectivamente.
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A partir das analises dos padrdes (tempos de retencao e espectros de UV)
obtidas pela técnica de CLAE-DAD, foi possivel identificar as substancias fenodlicas nos
extratos de méis sem a necessidade de isolar os compostos de interesse, admitindo assim
uma avaliagdo segura.

7.4 — Perfis das Substancias Fendlicas nos Méis por CLAE-DAD

As analises preliminares realizadas por CCDA permitiram selecionar tanto os méis
com perfis mais ricos em fenolicos quanto as substancias fenolicas padroes que deveriam
fazer parte desse estudo. Aqui serdo apresentadas e discutidas somente as analises por
CLAE-DAD dos méis e padrdes que foram selecionados. Todas as amostras dos extratos
dos méis foram analisadas em triplicata.

Apo6s as analises dos padrdes dos acidos fendlicos e flavondides através dos seus
perfis cromatograficos (tr) e seus respectivos espectros de absorcao no UV, passou-se a
identificagdo daquelas substancias que estavam presentes nos méis silvestres, de laranjeira e
de eucalipto.

A partir da analise comparativa dos cromatogramas obtidos para as amostras de
méis silvestres (heterofloral — de origem provéavel da Mata Atlantica; Figuras 56-58, p. 114-
118), de laranjeira (monofloral; Figuras 59-65, p. 120-127) e de eucalipto (monofloral;
Figuras 66-68, p. 129-131) foi possivel observar um perfil mais homogéneo para as
substancias presentes nos méis monoflorais do que para os heteroflorais. Esta avaliacdo, a
principio, poderia facilitar a definicdo dos marcadores quimicos para caracterizar a origem
botanica e/ou geografica dos méis.

A comparagdo dos perfis cromatograficos dos méis monoflorais (laranjeira e
eucalipto) com o mel heterofloral (silvestre) mostrou que as substincias fenolicas
encontradas, ndo foram as mesmas na sua totalidade. Quando os cromatogramas e os
respectivos espectros de absor¢ao no UV foram analisados, pode-se verificar uma diferenca
bastante pronunciada, no que diz respeito as areas relativas dos picos, bem como a
existéncia de picos distintos para cada amostra de mel analisada. No entanto, para as sete
amostras de méis de laranjeira e trés amostras de méis de eucalipto analisadas por CLAE-
DAD quando comparadas entre si, foi observado uma maior semelhanga quanto ao perfil
cromatografico das substancias fendlicas do que aquele encontrado nas trés amostras de
méis silvestres.

Para facilitar a visualizacdo e interpretacio dos dados serdo apresentados os
cromatogramas das amostras de méis com as respectivas curvas de absor¢ao no ultravioleta
para as substancias identificadas, além das curvas de UV dos padrdes correspondentes.
Primeiramente serdo apresentados os cromatogramas dos extratos dos méis silvestres,
depois dos méis de laranjeira e, por fim, dos méis de eucalipto.
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7.4.1 - Analises dos extratos dos méis silvestres

Para avaliar o perfil cromatografico das substancias fenolicas foram analisadas trés
amostras de méis silvestres codificadas como RLS21, RLS23 ¢ RLS24.

A analise do perfil cromatografico para o mel RLS21 (extrato acetato de etila)
permitiu identificar cinco substancias fenoélicas, sendo quatro acidos fenolicos: o acido
protocatecuico (tg= 7,15 min), o acido para-hidroxi-benzdico (tg= 10,05 min), o acido
para-cumarico (tg= 15,07 min) ¢ o acido para-metoxi-benzoéico (tg= 17,46 min), além do
flavonoide quercetina (tg= 22,18 min). Esta amostra foi adquirida na regido de Mata
Atlantica, Itararé-SP (janeiro/2004), e assim como outras estudadas anteriormente que
continha morina e quercetina (LIANDA, 2004) apresentou flavonoide. No cromatograma
desta amostra foram observados outros picos (tg= 18,50 min, tg= 19,20 min e 20,52 min)
que nao puderam ser identificados, pois ndo tiveram os seus tempos de retengao e espectros
no UV relacionados a nenhum dos padroes estudados.
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Figura 56. Analise da amostra RLS21 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min™', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e adgua: acido acético (99:1 - solvente
B), de 200-400 nm. NI — picos ndo identificados.
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A amostra de mel silvestre RLS23 (extrato etéreo) foi adquirida em apiério
localizado na Mata Atlantica, Juquitiba-SP, e coletada nessa regido, segundo o apicultor,
em mar¢o de 2004. A andlise do seu perfil cromatografico permitiu identificar seis
substancias fendlicas, sendo quatro os seguintes acidos fenolicos: acido para-hidroxi-
benzodico (tr= 9,72 min), acido vanilico (tg= 11,52 min), acido para-cumadrico (tg= 15,63
min) e o acido para-metoxi-benzoéico (trg= 17,18 min); e dois flavondides: isoquercetina
(tr= 18,65 min) e morina (tg= 20,93 min).Embora tenham sido observadas pequenas
variagdes nos tempos de retencdo das substancias fendlicas quando comparados aos
padrdes, devido as possiveis interacdes existentes na matriz estudada, foi possivel
identifica-las pelas comparagdes das curvas no UV. Comparando esta amostra com
anterior (RLS21) foi possivel observar a auséncia do acido protocatecuico, porém ocorreu a
presenca de outro derivado do &cido benzdico, também dissubstituido, com uma hidroxila
em C-4 e uma metoxila em C-3, o acido vanilico. Quanto aos flavondides encontrados,
observou-se a presenca de isoquercetina e morina, porém houve a necessidade do uso de
CCDA para auxiliar na diferenciacdo com a rutina ¢ tricetina através das medidas do Ry,
respectivamente. Como os tempos de retengdo e as curvas do UV desses flavonodides se
assemelham com os da rutina (tg= 19,02 min) e da tricetina, (tg= 21,35 min),
respectivamente, as medidas dos fatores de retengdo por CCDA permitiu confirmar que os
flavonodides identificados no mel foram isoquercetina (R¢= 0,50) e morina (R¢= 0,48), ¢
nao a rutina ( Rg= 0,38) e a tricetina (R¢= 0,43).

Das substancias identificadas no cromatograma, os acidos para-cumarico e para-
metoxi-benzoico foram os constituintes majoritarios (area relativa) da amostra RLS23.
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Figura 57. Andlise da amostra RLS23 (extraida com éter) por CLAE-DAD em coluna
analitica C-18 (15 ¢cm x 2 mm x 3 um), fluxo de 0,2 mL.min", fase moével metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm.
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A amostra de mel silvestre RLS24 (extraida com acetato de etila) foi adquirida da
Mata Atlantica, segundo informacdes do apicultor, do mesmo apidrio que a amostra
RLS23, em Juquitiba-SP, porém coletada em janeiro/2005. Algumas diferengas foram
observadas quando os perfis cromatograficos dessas duas amostras foram comparados,
evidenciando que dois méis de mesma origem botanica e/ou geografica, nem sempre
podem ser idénticos quali e/ou quantitativamente, em virtude de fatores ambientais ou
climaticos, por exemplo. Esta amostra apresentou em seu perfil menor variedade de acidos
fenolicos quando comparados as amostras anteriores (RLS21, RLS23), e foi a tnica que
apresentou o acido cindmico e o canferol em sua composicao. Além do acido cindmico (tg=
20,06 min) foram identificados também os 4cidos protocatecuico (tr= 6,95 min) e para-
hidroxi-benzodico (tg= 9,81 min). Dois flavonoides foram encontrados, a isoquercetina (tg=
18,75 min) e o canferol (tg= 23,88 min). Novamente a presenga da isoquercetina foi
confirmada através da analise por CCDA para diferencid-la da rutina. Nesta amostra,
observou-se também uma maior concentragao (areas relativa) dos flavonoides presentes em
relacdo as amostras anteriores. Alguns picos (tg= 15,50 min e tg= 16,68 min) ndo foram
identificados.

Diferente do que foi observado para as amostras RLS21 e RLS23, das substancias
identificadas no cromatograma, o acido cinamico e isoquercetina foram os constituintes
majoritarios (area relativa) da amostra RLS23, e a presenca do canferol foi relatado pela
primeira vez em mel brasileiro.

Das trés amostras de méis silvestres analisadas (RLS21, RLS23, RLS24) apenas o
acido para-hidroxi-benzoico foi o constituinte fendlico comum as trés amostras.

Comparando-se os perfis cromatograficos das substincias fenolicas dos méis
silvestres brasileiros aqui apresentados com aqueles estudados anteriormente (Tabelas 3 a
5, p- 38 e 39), foi possivel observar uma grande variedade entre os acidos fendlicos
identificados, tanto derivados do acido benzdico quanto derivados do 4cido cindmico, bem
como para flavondides. No entanto, vale a pena destacar que a presenca do acido para-
hidroxi-benzo6ico foi comum a todas as amostras de méis silvestres, mesmo sendo oriundas
de diferentes regides (RJ, SP, MT, PR e PB); e os flavondides quercetina e morina foram os
principais flavonoides identificados.
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Figura 58. Analise da amostra RLS24 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pm), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos nao identificados.
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7.4.2 - Analises dos extratos dos méis de laranjeira

Das onze amostras de méis de laranjeira adquiridas (Tabela 7, p. 44), quatro foram
descartadas (RLL22, RLL25, RLL26 ¢ RLL27). As amostras RLL22 ¢ RLL27 ndo
apresentaram perfis cromatograficos relacionados aos padrdes estudados, enquanto as
amostras RLL25 e RLL26, através da analise polinica apresentaram apenas 18 % de pdlen
Citrus ¢ nenhum pdlen, respectivamente. A observacao desses dados conduziu ao descarte
desses méis.

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos para as amostras que tiveram
seus perfis cromatograficos estudados, codificadas como RLL28, RLL29, RLL30,
RLL31, RLL32, RLL40 ¢ RLL41.

A primeira delas, a RLL28 oriunda de Campestre-MG foi adquirida do comércio
local em Aguas de Lind6ia-SP, em janeiro de 2006. A analise do perfil cromatogréfico
apresentou alguns picos com tempos de retencdo muito proximos daqueles apresentados
pelos padrdes estudados, porém apenas dois acidos fenolicos puderam ser identificados
quando as suas curvas de absor¢ao no ultravioleta foram comparadas com as dos
respectivos padrdes. Os acidos fendlicos identificados, como constituintes minoritarios,
foram os acidos para-hidroxi-benzdico (tr= 9,90 min) e o para-cumaérico (tg= 14,90 min),
ou seja, um derivado do acido benzdico e o outro do acido cindmico. Os demais picos (tr=
4,57; 7,77; 11,63; 19,30 e 20,40 min) ndo puderam ser identificados quando comparados
aos padroes.
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Figura 59. Analise da amostra RLL28 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e adgua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos ndo identificados.

A amostra RLL29 foi adquirida também do comércio local em Aguas de Lindoia-
SP, porém oriunda de Itapira-SP, em maio de 2006. O perfil cromatografico foi bastante
similar ao RLL28 quanto aos acidos fenolicos identificados, o para-hidroxi-benzdico (tg=
9,85 min) e o para-cumarico (tr= 14,87 min), e também para alguns dos picos nao
identificados (tr= 4,57; 11,55; 15,55 e 19,33 min), porém apresentou o flavonoide
isoquercetina (tg= 18,68 min) como o constituinte majoritario (area relativa).
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Figura 60. Analise da amostra RLL29 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e adgua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos ndo identificados.

A amostra RLL30 adquirida de um apiario localizado em Aguai-SP, em janeiro de
2008, apresentou no seu perfil cromatografico os acidos protocatecuico (tg= 6,98 min) e
para-hidroxi-benzoéico (tg= 9,80 min); e o flavonodide isoquercetina (tg= 18,62 min). Os
demais picos (tg= 11,57; 14,40; 15,52; 19,30; 20,40 e¢ 23,68 min) ndo puderam ser
identificados quando comparados aos padrdes. Das substancias identificadas a
isoquercetina foi o constituinte majoritario (area relativa).
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Figura 61. Analise da amostra RLL30 (extraida com éter) por CLAE-DAD em coluna
analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 um), fluxo de 0,2 mL.min"', fase mével metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos nao identificados.
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A amostra RLL31 foi adquirida de um apiario localizado em Bebedouro-SP, em
novembro de 2005. Esta amostra também apresentou semelhanga quanto aos &cidos
presentes na RLL30, porém ndo apresentou flavondide. Pela andlise por CLAE-DAD
foram identificados os acidos fendlicos: protocatecuico (tg= 7,17 min) e o para-hidroxi-
benzdico (tg= 10,02 min), ambos derivados do acido benzdico. Os demais picos (tr=4,70;
11,85; 14,15; 19,92; 21,92 e 23,68 min) ndao puderam ser identificados quando comparados
aos padrdes identificados.
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Figura 62. Analise da amostra RLL31 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e adgua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos nao identificados.
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A amostra RLL32, adquirida de um apidrio localizado em Bebedouro-SP, em
novembro de 2006, apresentou seu perfil cromatografico semelhante ao da RLL31, onde
foram identificados os &cidos protocatecuico (tg= 7,01 min) e o para-hidroxi-benzoico (tg=
9,85 min). Um nimero maior de picos nao identificados (tg= 4,30; 6,27; 11,48; 12,28;
13,08; 14,12; 14,88; 18,20; 19,28; 21,60; 23,08 € 26,47 min) apareceram no cromatograma.
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Figura 63. Analise da amostra RLL32 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente

B), 200-400 nm. NI — picos ndo identificados.
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A amostra RLL40 (extrato etéreo) foi adquirida de um apiario localizado em
Paraty-RJ, proximo da Mata Atlantica, em outubro de 2006. A analise cromatografica nao
apresentou tantos picos ndo identificados como as anteriores. No seu perfil cromatografico
foram identificados os acidos para-hidroxi-benzoico (tg= 10,05 min), vanilico (tg= 11,52
min), para-cumarico (tg= 15,52 min) e cindmico (tg= 20,41 min). Além desses acidos
fenolicos, o flavondide quercetina (tg= 22,29 min) foi identificado como constituinte
majoritario (area relativa). Um fato interessante observado quando da preparacdo dessa
amostra, foi a coloragdo amarelo intensa que esse extrato etéreo apresentou, semelhante a
coloracdo quercetina. Este extrato foi o que apresentou a maior massa (52,8 mg) em
relagdo a 50 g de mel usado.
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Figura 64. Analise da amostra RLL40 (extraida com éter) por CLAE-DAD em coluna
analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 um), fluxo de 0,2 mL.min", fase mével metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente

B), 200-400 nm.
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A amostra RLL41 foi adquirida em janeiro de 2008, na regido rural da cidade de
Aguai-SP, grande produtora de laranja. Apresentou seu perfil cromatografico semelhante as
amostras RLL28 e RLL29, porém com a auséncia de flavondides. Os acidos fenodlicos
identificados foram os acidos para-hidroxi-benzoico (tg= 9,75 min) e o para-cumadrico (tg=
14,83 min). Os demais picos (tg= 4,32; 11,57; 18,28; 19,38; 21,93; 23,83 e 23,55 min) nao
puderam ser identificados.
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Figura 65. Analise da amostra RLL41 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e adgua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos nao identificados.

Comparando as substancias identificadas nas amostras de méis laranjeiras estudadas
aqui, com aquelas estudadas anteriormente (LIANDA, 2004; Tabela 4, p. 38), foi possivel
observar a presenca constante dos acidos para-hidroxi-benzodico e para-cumarico, dentre
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as substancias identificadas, para a maioria dos casos. Isto pode sugerir o uso dessas
substancias como possiveis marcadores taxonomicos para mel de laranjeira. Neste trabalho
foram observados a persisténcia dos picos ndo identificados com tempos de retengdo por
volta de 11,50 e 19,30 minutos, o que poderia sugerir a sua identificagdo através de outras
técnicas (como por exemplo, CLAE-EM) ou a tentativa de isolar tais substancias, e
posteriormente, identifica-las usando técnicas espectrométricas (RMN, EM).

7.4.3 - Analises dos extratos dos méis de eucalipto

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos para o estudo dos perfis
cromatograficos das trés amostras de méis monoflorais de eucalipto, codificadas como
RLE34, RLE35 ¢ RLE36.

O primeiro deles, o RLE34 foi adquirido, em agosto de 2006, de um apidrio
localizado em Uberaba-MG. A analise do seu perfil cromatografico permitiu verificar a
presenca de acidos fenolicos semelhantes aos encontrados nos méis de laranjeira. As
substancias fenolicas derivadas do 4acido benzdico que foram identificados: protocatecuico
(tr= 7,20 min) e o para-hidroxi-benzoico (tg= 10,15 min); e d&cido siringico (tg= 12,28
min), um derivado do acido cindmico, até aqui ainda ndo tinha sido identificado, foi o
constituinte majoritario (area relativa). Outra informacao interessante foi a identificagdao do
flavonoide tricetina (tg= 21,68 min) relatado pela primeira vez em méis brasileiros. Para a
sua identificacdo foi necessario fazer a medida do fator de retencdo (Rf) por CCDA em
compara¢do com padroes de morina e tricetina (R¢= 0,43 da tricetina; R¢= 0,48 da morina),
visto que apresentaram tempos de retencao e curvas de UV semelhantes. Alguns picos nao
puderam ser identificados, sendo alguns até coincidentes com os das amostras anteriores
(tr=4,67; 14,55; 15,70; 18,53 ¢ 20,05 min).
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Figura 66. Analise da amostra RLE34 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 um), fluxo de 0,2 mL.min”, fase mével metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos ndo identificados.
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A amostra RLE3S foi adquirida, em abril de 2007, de um apidrio localizado em Sao
Carlos (SP) e apresentou os acidos protocatecuico (tg= 7,00 min), para-hidroxi-benzoico
(tr= 9,85 min) e siringico (tg= 12,75 min), os mesmos acidos fendlicos encontrados na
amostra RLE34, além de apresentar um quarto acido derivado do acido benzobico, o acido
vanilico (tg= 11,55 min), porém ndo apresentou flavonoides. Alguns picos ndo puderam ser
identificados (tg= 13,87; 15,65; 17,80; 20,45; 22,68 e 24,32 min).
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Figura 67. Analise da amostra RLE35 (extraida com éter) por CLAE-DAD em coluna
analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pm), fluxo de 0,2 mL.min", fase mével metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e agua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos ndo identificados.
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A amostra RLE36 adquirida de um entreposto em Campinas-SP apresentou seu
perfil cromatografico semelhante as amostras RLE34 ¢ RLE3S5 pelas presencas dos acidos
protocatecuico (tg= 7,17 min) e do siringico (trg= 12,95 min), porém foi a Gnica amostra
que apresentou o acido cinamico (tg= 20,15 min). Igualmente a amostra RLLE34 apresentou
o flavonodide tricetina (tg= 21,17 min), porém em maior propor¢do (area relativa). Ha
diversos picos nao identificados (tr= 2,98; 4,68; 10,02; 11,58; 14,02; 15,82; 17,95 e 22,83

min). Apesar das poucas amostras analisadas,

siringico como o possivel marcador quimico para méis de eucalipto.
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Figura 68. Analise da amostra RLE36 (extraida com acetato de etila) por CLAE-DAD em
coluna analitica C-18 (15 cm x 2 mm x 3 pum), fluxo de 0,2 mL.min"', fase movel metanol:
acetonitrila: acido acético (89,1: 9,9: 1 - solvente A) e adgua: acido acético (99:1 - solvente
B), 200-400 nm. NI — picos nao identificados.
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A partir das andlises dos perfis cromatograficos dos trés tipos de méis estudados
(silvestre, de laranjeira e de eucalipto) foi possivel observar que existiu uma grande
variedade, com pouca repetibilidade, para as substincias fenolicas identificadas nas
amostras de méis silvestres. Este fato podera dificultar a indicacdo de um marcador
quimico que possa auxiliar na caracterizacao da origem botanica. Essa diversidade pode ser
considerada coerente com méis heteroflorais, que por defini¢do sao oriundos de florada
mista sem predominancia botanica, porém foi os méis silvestres selecionados para este
estudo foram de origem provavel da Mata Atlantica. Em geral as massas obtidas para os
extratos dos méis heteroflorais (~35 mg) foram superiores aquelas dos méis monoflorais
(de laranjeira ~15 mg e de eucalipto ~20 mg).

As andlises qualitativas para os perfis cromatograficos das amostras dos méis
silvestres (RLS21 e RLS23) mostraram a presenga de acidos fendlicos como os principais
constituintes quimicos encontrados nesses méis. Este fato pode corroborar para os maiores
teores de fenodis totais encontrados para esses méis (87,2 e 54,0 mg/100 g de mel,
respectivamente). Essas amostras, porém, apresentaram baixos teores de flavonoéides totais
(1,6 € 4,27 mg/100 g de mel, respectivamente), o que foi confirmado pelo pobre perfil para
flavonoides encontrados nas analises por CLAE-DAD.

Os méis silvestres de origem provavel da Mata Atlantica apresentaram acidos
fenolicos derivados do 4cido benzoico, quanto do acido cindmico, incluindo o préprio acido
cinamico, além de diversos flavonoides. Dentre os flavonoides identificados, o canferol foi
encontrado somente na amostra de mel silvestre RLS24, Uinica amostra coletada no verado
de 2005 (segundo informe do apicultor). Os dacidos protocatecuico e para-hidroxi-
benzdico, ambos derivados do acido benzoico, também estiveram presentes nessa amostra.

A presenca do 4cido protocatecuico, mesmo em pequenas proporgdes (area relativa)
pode ter sido o fato que contribuiu para melhor atividade antioxidante obtida para o extrato
RLS21 (CEs) = 29,59 pgmL™) em comparacio ao extrato RLS23 (CEsy = 30,60 ngmL™)
que nao apresentou esse acido, apesar de ter apresentado o melhor teor de flavonodides
totais (4,27 mg/100 g de mel).

Nao foi feita quantificagdo das substancias presentes, porém foi possivel comparar
areas relativas dos picos em busca de informagdes. Para o acido protocatecuico, os picos
com areas mais proeminentes estiveram presentes nas amostras de méis de eucalipto,
principalmente as RLE35 ¢ RLE36, apesar da sua grande distribuicdo entre todas as
amostras.

Uma outra substancia que apareceu somente nos méis silvestres, especificamente
das amostras RLS21 e RLS23, foi o 4cido para-metoxi-benzodico, ambas coletadas na Mata
Atlantica, segundo informagdes dos apicultores (Itararé e Juquitiba, SP, respectivamente)
no verdo de 2004. Outro mel silvestre (RLS12) coletado nesta mesma estagdo, porém
avaliado em trabalho anterior (LIANDA, 2004) apresentou juntamente com essa substancia,
o acido para-cumarico. Essas informagdes talvez possam ser consideradas aleatorias ou
decorrentes de fatores ambientais ou climaticos, assim como a presenga do canferol na
amostra RLS24, que foi a tnica coletada no verdo de 2005.

Dentre as substancias fenolicas padroes selecionados para este estudo, os acido
galico e o cafeico ndo estiveram presentes em nenhuma das amostras analisadas. E dentre
os flavondides, a rutina e a naringenina, também ndo foram identificadas. Esta foi a
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primeira fez que uma flavanona (naringenina) foi utilizada como padrdo. A sua presenga,
no entanto, ndo parece ser comum em méis brasileiros, ja que € oriunda da unica propolis
disponivel na Europa (o dlamo) e, portanto aparece com freqiiéncia nos méis europeus, bem
como em regides como a Austrdlia que importou dlamo, pois ndo havia propolis nativa
(MARCUCCI et al., 2001). Essa fonte de propolis também existe no Brasil, mas ndo como
unica; ha propolis disponivel para a coleta das abelhas de diversas procedéncias no Brasil.
Dos outros trés padrdes citados, a rutina e o acido galico ja haviam sido identificados em
méis brasileiros em trabalhos anteriores (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004; MONTAGNI,
2005), o que nao ocorreu com o acido cafeico.

Muitos picos presentes nos cromatogramas ndao puderam ser identificados por ndo
terem os tempos de retengdo e seus espectros no UV relacionados a nenhum dos padroes
estudados. O pico com tempo de retengdo aproximado de 4,50 minutos apareceu em todas
as amostras de méis de eucalipto e na maioria dos méis de laranjeira, ndo despertando
nenhum interesse como marcador quimico de origem botanica. Alguns surgiram apenas nas
amostras de méis de laranjeira, porém em sua minoria, também podendo ser descartados
sob o ponto de vista de marcadores, como por exemplo os de tempos de retengdo
aproximados em 21 e 26,60 minutos. Durante a discussd@o dos cromatogramas dos méis
laranjeiras, foram evidenciados os picos nao identificados com tempos de retencao
aproximados de 11,5 e 19,3 minutos. Adiante se pode observar a presenca do pico, cujo
tempo de retengao foi de 11,5 minutos, também em duas das amostras de méis de eucalipto,
retirando a possibilidade dessa substancia estar relacionada com a origem botanica dos méis
de laranjeira. J& o pico com tempo de retengdo por volta de 19,3 minutos apareceu em
diversas amostras de méis laranjeiras e em apenas uma amostra de mel silvestre. Para que
essa substancia possa tornar-se um possivel marcador quimico da florada de méis de
laranjeira, seria necessario primeiro identifica-la, talvez utilizando detector massa/massa.

Os méis de laranjeira apresentaram uma menor variedade de substancias fenolicas
em suas composi¢des quimicas, salvo amostras coletadas proximas da regido da Mata
Atlantica, segundo informag¢des do apicultor. Na avaliagdo desses méis, foi observada,
dentre as substincias que puderam ser identificadas, a presenca freqiiente de um acido
fenolico derivado do acido cinamico, o acido para-cumarico. Considerando todas as
amostras de méis de laranjeira estudadas, inclusive as do trabalho anterior (LIANDA,
2004), essa substancia esteve presente em cerca de 70% das amostras estudadas. Essa ¢
uma preciosa informagdo, que pode levar a indicagdo dessa substancia como um possivel
marcador quimico de origem floral, mesmo que ndo seja o unico no caso de se identificar o
pico com tempo de reten¢ao de 19,3 minutos como outro marcador.

Embora apenas trés amostras de méis de eucalipto tenham sido estudadas, os dados
obtidos pareceram bastante interessantes. Em duas (RLE34 ¢ RLE36), das trés amostras
analisadas, a tricetina foi o Unico flavondide identificado, enquanto o acido siringico
esteve presente nas trés amostras. Essas duas substancias ndo estiveram presentes nas
amostras de méis de eucalipto estudadas anteriormente (DA SILVA, 2004). Sendo assim,
para que o acido siringico possa ser indicado como marcador quimico de origem botanica
desses méis, sera necessario a avaliagdo de maior nimero de amostras.

Outra informagao bastante interessante foi que, apesar dos flavonoides nao serem
encontrados usualmente nos méis brasileiros, pode-se observar a presenga freqiiente dos
flavondides morina e quercetina nas amostras de méis de origem provavel da Mata
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Atlantica. Estas substancias poderdo vir a serem indicadas como marcadores quimicos de
origem geografica desses méis. Esse dado levou em consideragdo todas as amostras
estudadas aqui e nos trabalhos anteriores (LIANDA, 2004; LIANDA & CASTRO, 2008).

Abaixo estd apresentada a Tabela 28 que relaciona as principais substancias
fenolicas identificadas nos méis silvestres, de laranjeira e de eucalipto estudados nesse
trabalho. E na Tabela 29 as substancias fenolicas identificadas nos méis silvestres e de
laranjeira em estudo anterior (LIANDA, 2004). Em cores diferentes estdo as substincias
que possivelmente poderdo ser indicadas como marcadores quimicos de origem botanica
e/ou geografica dos méis brasileiros.
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Tabela 28. Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres, de laranjeira e de
eucalipto neste trabalho.

Amostras de

Substincias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

méis

Silvestres

RLS21 Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzoico, para-cumarico e para-
metoxi-benzoico
Flavonoide: quercetina

RLS23 Acidos: para-hidroxi-benzodico, vanilico, para-cumarico, e para-metoxi-
benzoico
*Flavonodides: morina e isoquercetina

RLS24 Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzoico e cinamico
Flavonoides: canferol e *isoquercetina

Laranjeiras

RLL28 Acidos: para-hidroxi-benzoico e para-cumarico

RLL29 Acidos: para-hidroxi-benzoico e para-cumarico
*Flavonoide: isoquercetina

RLL30 Acidos: protocatecuico e para-hidroxi-benzoico
*Flavonoide: isoquercetina

RLL31 Acidos: protocatecuico e para-hidroxi-benzoico

RLL32 Acidos: protocatecuico e para-hidroxi-benzoico

RLL40 Acidos: para-hidroxi-benzoico, vanilico, para-cumarico e cinamico
Flavonoide: quercetina

RLL41 Acidos: para-hidroxi-benzoico e para-cumarico

Eucaliptos

RLE34 Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzoéico e siringico
*Flavonoide: tricetina

RLE35 Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzoéico, vanilico e siringico

RLE36 Acidos: protocatecuico, siringico € cinamico

*Flavonoide: tricetina

* confirmado por CCDA
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Tabela 29. Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres e de laranjeira em
trabalho anterior (LIANDA, 2004).

Amostras de Substincias Fenodlicas identificadas por CLAE-DAD
méis

Silvestres

RLS02 Acidos: para-metoxi-benzoico e para-metoxicindmico

RLS05 Acidos: para-hidroxi-benzoéico

RLS06 Acido galico

Acidos: gélico, para-hidroxi-benzdico, vanilico, sinapico e para-metoxi-
RLS10 cinamico

Flavondide: morina
RLS12 Acidos: protocatecuico, para-cumarico, € para-metoxi-cinamico

Flavonoides: morina e quercetina

Laranjeiras
RLL03 Acidos: para-hidroxi-benzodico, vanilico e para-cumarico
RLL15 Acidos: gélico, vanilico e sinapico

Flavonoides: quercetina, *rutina

RLL16 Acidos: protocatecuico, para-cumarico, sinapico, cindmico e para-
metoxi-cindmico

Flavondides: morina e quercetina
RLL18 Acidos: protocatecuico, para-cumarico € para-metoxi-benzdico

RLL19 Acidos: protocatecuico, siringico, para-cumarico, cinamico € para-
metoxi-cindmico

Flavonoides: morina e quercetina

RLL20 Acidos: protocatecuico e para-cumarico

Flavondides: morina e quercetina

* confirmado por CCDA
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8 - CONCLUSOES

A andlise do perfil cromatografico para os méis silvestres e de laranjeira obtida em
trabalho anterior (LIANDA, 2004) permitiu selecionar as seguintes substancias fenolicas:
acidos galico, protocatecuico e para-cumarico, quercetina, morina e rutina como padrdes
para serem avaliadas quanto aos seus potenciais antioxidante frente ao DPPH.

Na avaliagdo da atividade sequestradora de radical, empregando o radical livre
DPPH, o extrato do mel silvestre (RLS10) foi o que demonstrou atividade antioxidante
mais elevada (CEso = 6,17 pgmL™) quando comparado aos demais, e apresentou o acido
galico como constituinte majoritario, além da morina. (LIANDA, 2004).

Para os méis de laranjeira o melhor resultado da atividade antioxidante foi obtido
para amostra RLL18 (CEse= 9,74 pgmL™), que apresentou o acido protocatecuico como
constituinte majoritario (LIANDA, 2004). A amostra RLL0O3 (CEs;= 52,87 pgmL™)
apresentou a menor atividade, podendo este fato estar relacionado as presengas dos acidos
para-hidroxi-benzoico, vanilico e para-cumarico em baixas propor¢des encontrados na sua
matriz, ¢ que ndo favorecem a formagdo de uma orto-quinona, para estabilizar o radical
fenoxila formado quando da doacdo de um radical hidrogénio ao radical DPPH.

Todas as amostras dos extratos dos méis apresentaram atividade antioxidante
inferiores as dos controles. Esses resultados podem contribuir para avaliacao dos efeitos
antioxidantes in vitro dos méis. Entretanto maiores estudos devem ser feitos para elucidar o
mecanismo de a¢do e a biodisponibilidade das substancias fendlicas presentes.

Os teores de fendis totais mostraram-se superiores para os méis heteroflorais
(silvestres) em comparacdo com os homoflorais (laranjeiras). Destacando-se os méis
RLS10 (78,2 mg/100 g de mel) e RLL18 (53,2 mg/100 g de mel) que apresentaram os
maiores teores de fenois totais, e apresentam importante atividade antioxidante, em
sistemas contendo radical livre (DPPH).

Os estudos realizados com as diferentes amostras de méis demonstraram que o
conteudo de compostos fenolicos foi mais elevado nos méis silvestres, o que explicaria a
maior agdo antioxidante, demonstrada pela atividade captadora de radical (CEsy), ter sido
observada para essas amostras. Isto poderia fundamentar seu uso como fitoterapico e/ou
alimento funcional.

Os teores de flavonodides totais ndo foram tao significativos quanto de fenolicos para
os méis brasileiros, sugerindo que nos méis brasileiros os acidos fenolicos sdo bem mais
abundantes que os flavondides. As amostras RLS21 (1,6 mg/100 g de mel) e RLS23 (4,27
mg/100 g de mel) foram as que apresentaram os valores mais expressivos. Os méis
laranjeiras RLL15, RLL16 e RLL19, oriundas da cidade de Botucatu-SP, apresentaram seus
valores semelhantes.

Finalmente, quanto maior a concentragdo de fenodis totais tanto maior a atividade
antioxidante; mas o mesmo nao se pode dizer com respeito a concentragdo de flavondides.

Os resultados obtidos indicaram que existe uma grande variacdo no perfil dos
compostos fenolicos nos diversos tipos de méis analisados.

A andlise do perfil cromatografico associado ao estudo dos espectros de ultravioleta
obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos para os méis permitiu identificar os acidos
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protocatecuico, para-hidroxi-benzdico e para-cumarico como 0s mais representativos, € a
isoquercetina encontrada pela primeira vez.

Os acidos protocatecuico e para-hidroxi-benzodico estiveram presentes em quase
todas as amostras de méis estudadas nesse trabalho (silvestres, de laranjeira e de eucalipto),
e o acido para-cumarico esteve presente em diversas amostras de méis de laranjeira,
inclusive nas amostras estudadas anteriormente (LIANDA, 2004). Essa ¢ uma preciosa
informagdo, que pode levar a indicacdo dessa substdncia como um possivel marcador
quimico de origem floral.

Para os méis silvestres foram identificados os acidos protocatecuico, para-hidroxi-
benzdico, vanilico, para-cumarico, para-metoxi-benzéico e cindmico, além dos flavonoides
morina, quercetina, canferol e isoquercetina. Nao apresentou, porém, nenhuma substancia
que pudesse ser indicada como marcador quimico de origem botanica, devido a grande
variedade e baixa freqiiéncia das substancias encontradas. A isoquercetina e o canferol
foram relatados pela primeira vez em mel brasileiro, sendo que o canferol s6 em uma Unica
amostra (RLS24).

Os flavondides, morina e a quercetina, foram que estiveram presentes em méis
brasileiros de origem provavel da Mata Atlantica, tanto neste trabalho quanto no anterior
(LIANDA, 2004; LIANDA & CASTRO, 2008). Essas duas substancias poderdo vir a
serem considerados marcadores quimicos para caracterizagdo de origem geografica, visto
que a Mata Atlantica esta presente apenas em nosso pais.

Os méis de eucalipto estudados fornecem dados interessantes, embora poucas
amostras tenham sido avaliadas. Em duas, das trés amostras analisadas a tricetina foi o
flavonodide identificado, enquanto o acido siringico apareceu nas trés amostras. Assim,
essas duas substancias poderdo vir a ser Util como marcadores quimicos de origem botanica
desses méis, fazendo-se necessario a avaliagdo de mais amostras.

138



9 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHN, M. R.; KUMAZAWA, S.; USUI, Y.; NAKAMURA, J.; MATSUKA, M.; ZHU, F.;
NAKAYAMA, T. Antioxidant activity and constituents of propolis collected in various
areas of China. Food Chemistry 2007, 101, 1383—1392.

ALJADI, AM. & KAMARUDDIN, M.Y. Isolation and identification of phenolic acids in
Malaysian honey with antibacterial properties. Turk Journal Med. Science 2003, 33, 229-
236.

ALJADI, AM. & KAMARUDDIN, M.Y. Evaluation of the phenolic contents and
antioxidant capacities of two Malaysian floral honeys. Food Chemistry 2004, 85, 513-518.

AL-MAMARY, M.; AL-MEERI, A.; AL-HABORI, M. Antioxidant activities and total
phenolics of different types of honey. Nutrition Research 2002, 22, 1041-1047.

AMIOT, M.J.; AUBERT, S.; GONNET, M.; TACCHINI, M. The phenolic compounds in
honeys: preliminary study upon identification and family quantification. Apidologie 1989,
20 (2), 115-125.

ANDRADE, P.; FERRERES, F.E.; AMARAL, M.T. Analysis of Honey phenolic acids by
HPLC, its application to honey botanical -characterization. Journal of Liquid
Chromatography & Rel. Technology 1997, 20 (14), 2281-2288.

ANJO, D.F.C. Alimentos funcionais em angiologia e cirurgia vascular. Journal Vasc. Br.
2004, 3(2), 145-54.

ANKLAM, E. A review of the analytical methods to determine the geographical and
botanical origin of honey. Food Chemistry 1998, 63(4), 549-562.

ARRABI P.R. Alimentos funcionais - aspectos gerais. Nutrire 2001, 21, 87-102.

ASAMI, D.K; HONG, Y.J.; BARRETT, D.M.; MITCHELL, A.E. Comparison of the total
phenolic and ascorbic acid content of freeze-dried and air-dried marionberry, strawberry,
and corn grown using convencional, organic, and sustainable agricultural practices. Journal
Agricultural and Food Chemistry 2003, 51, 1237-1241.

139



AZEREDO, M.A.A.; AZEREDO, L.C.; DAMASCENO, J.G. Caracteristicas fisico-
quimicas dos méis do municipio de Sao Fidélis-RJ. Ciéncia e Tecnologia de Alimento
1999, 19(1), 3-7.

BANKOVA, V.S.; POPOV, S.S.; MAREKOV, N.L. High-performance liquid
chromatographic analysis of flavonoids from propolis. Journal of Chromatography 1982,
242, 135-143.

BARROS, M.B. Apicultura. Instituto de Zootecnia, D.N.P.A., Ministério da Agricultura,
Série Monografias 1962, no 3. 257p.

BARTH, O.M. O Polen no Mel Brasileiro, Luxor, 1989, Rio de Janeiro, 150 p.

BARTH, O.M. & CORE-GUEDES, J. Caracterizagio de méis de laranjeiras procedentes
dos estados do Rio de Janeiro e de Sao Paulo, Brasil, por meio da analise polinica. LECTA,
Braganc¢a Paulista 1999, 17 (1), 27-35.

BARTH, O.M. & DUTRA, V.M.L. Concentragdo de pdlen em amostras de mel de abelhas
monoflorais do Brasil. Revista da Universidade de Guarulhos — Geociéncias. Nimero
especial: 2000, 173-176.

BARTH, O.M. Melissopalynology in Brazil: a review of pollen analysis of honeys, propolis
and pollen loads of bees. Scientia Agricola 2004, 61, 342-350.

BERAHIA, T.; CERRATI, C.; SABATIER, S.; AMIOT, M.J. Gas chromatography-mass
spectrometry analysis of flavonoids in honey. Sciences Des Aliments 1993, 13(1), 15-24.

BERETTA, G.; GRANATA, P.; FERRERO, M.; ORIOLI, M.; FACINO, R.M.
Standardization of antioxidant properties of honey by a combination of
spectrophotometric/fluorimetric assays and chemometrics. Analytica Chimica Acta 2005,
533, 185-191.

BOGDANOV, S. Antibacterial substances in honey. Net. Bern, Switzerland: 1997.
Disponivel:http://www.apis.admin.ch/en/bienenprodukte/docs/honig/antibacterial e.pdf>.
Acesso em 15.01.2006.

BONAGA, G. & GIUMANINI, A.G. The volatile fraction of chestnut honey. Journal
Apicultural Research 1986, 25, 113-120.

140



BORGES, V.C. Alimentos funcionais: prebidticos, probioticos, fitoquimicos e simbioticos.
In: Waitzberg DL. Nutricdo Enteral e Parenteral na Pratica Clinica. Sdo Paulo: Atheneu;
2001.

BOSI, G. & BATTAGLINI, A.G. Gas Chromatography analysis of free and protein amino
acids in some unifloral honeys. Journal Apicultural Research 1978, 17, 152-166.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Food Science&Technology (London) 1995, 28(1), 25-30.

BRASIL, Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Instru¢do Normativa n. 11, de 20
de outubro de 2000. Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel. Didrio
Oficial da Unido, Brasilia, n. 204, 23 out 2000. Secao 1, p.16.

BRAZ-FILHO, R. Tese de Doutorado. Estudo quimico da Apuleia leiocarpa. PPGQO-
UFRRI. 1971. p. 372.

CAMARGO, R.C.R.; LOPES, M.T.R.; PEREIRA, F.M.; VILELA, S.L.O. Produgao de
Mel. Net. Piaui: julho de 2003. Disponivel em:
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/ ndex.htm>. Acesso
em 05.09.2007.

CARAGAY, A.B. Cancer: preventive foods and ingredients. Food Technology 1992, 46,
65-68.

CARTLAND, B. The magic of honey. Corgi Books 1970, London, UK, 160p.

CASTILLO, M.H.; PERKINS, E.; CAMPBELL, J.H.; DOERR, R.; HASSET, J.M,;
KANDASWAMI, C.; MIDDLETON, E. The effects of the bioflavonoid quercetin on
squamous cell carcinoma of head and neck origin. The American Journal of Surgery 1989,
158, 351-355.

CHEN, L.; MEHTA, A.; BERENBAUM, M. ZANGERL, A.R.; ENGESETH, N.J. Honey
from differents floral sources as inhibitors of enzimatic browning in fruit and vegetable
homogenates. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2000, 48, 4997-5000.

COOK, N.C. & SAMMAN, S. Flavonoids — chemistry, metabolism, cardioprotective
effects, and dietary sources. Nutritional Biochemistry 1996, 7, 66-76.

141



COOPER, R.A.; MOLAN, P.C.; HARDING, K.G. Antibacterial activity of honey against
strains of Staphylococcus aureus from infected wounds. Journal of the Royal Society of
Medicine 1999, 92(6), 283-285.

CORTOPASSI-LAURINO, M & RAMALHO, M. Pollen harvest by africanized Apis
mellifera and Trigona spinipes in Sdo Paulo: botanical and ecological views. Apidologie
1988, 19, 1-24.

CORTOPASSI-LAURINO, M. & GELLY, D.S. Analyse pollinique, propriétés physico-
chimiques et action antibactérienne des mieis d abellies africanisées Apis mellifera et de
Me¢éliponinés du Brésil. Apidology 1991, 22, 61-73.

CRANE, E. A book of honey. Oxford University Press 1980, Oxford, U.K., 198p.

CRANE, E. O livro do mel. Nobel, 1985, 2ed. Sao Paulo, 226p.

CRANE, E. The past and present importance of bee products to me. In: MIZRAHI;
LENZKY. Bee Products. New York, Penum: 1996, 1-6.

CROZIER, A.; BURNS, J.; AZIZ, A.A.; STEWAR, A.J.; RABIASZ, H.S; JENKINS, G.L;
EDWARDS, C.A.; LEAN, M.E. Antioxidant flavonols from fruits, vegetables and
beverages: measurements and bioavailability. Biological Research 2000, 33(2), 1-6.

CUSHNIE, T.P.T. & LAMB, A.J. Antimicrobial activity of flavonoids. International
Journal of Antimicrobial Agents 2005, 26, 343-356.

DAG, A.; AFIK, O.; YESELSON, Y.; SCHAFFER, A.; SHAFIR, S. Physical, chemical
and palynological characterization of avocado (Persea americana Mill.) honey in Israel.
International Journal of Food Science and Technology 2006, 41, 387-394 387.

D’ARCY, B.; RINTOUL, G.; ROWLAND, C.Y.; BLACKMAN, A.J. Composition of
Australian honey extractives. 1. Nor-isoprenoids, monoterpenes, and other natural volatiles
from Blue Gum ( Eucalyptus leucoxylon) and Yellow Box ( Eucalyptus melliodora)
honeys. Journal of Agricultural and Food Chemistry 1997, 45, 1834-1843.

DA SILVA, R. F. Disserta¢do de Mestrado. Investigagcdo de acidos fenolicos em amostra
de mel por cromatografia liquida de alta eficiéncia e sua aplica¢do na caracterizacdo da
origem floral. PPGQO-UFRRJ. 2004, p.82.

142



DATTA, N.; TOMAS-BARBERAN, F.A; MARTOS, I.; FERRERES, F.; YAO, L.
SINGANUSONG, R. Flavonoids, Phenolic acids and Abscisic acid in Australian and New
Zealand Leptospermum honeys. Food Chemistry 2003, 81, 159-168.

DE ANDRADE, C. A.; COSTA, C. K.; BORA, K.; MIGUEL, M. D.; MIGUEL, O. G.;
KERBER, V. A. Determinagdo do contetido fendlico e avaliacdo da atividade antioxidante
de Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, Leguminosae-mimosoideae. Revista
Brasileira de Farmacognosia (Brazilian Journal of Pharmacognosy) 2007, 17(2), 231-235.

DEGASPARI, C. H. & WASZCZYNSKY]J, N. Propriedades antioxidantes de compostos
fenodlicos. Visdo Académica 2004, 5, 33-40.

DE MARIA, C.A.B.; TRUGO, L.C.; COSTA, L.S.M.; ALBUQUERQUE, M.L.S,;
QUINTEIRO, L.M.C.; BARTH, O.M. Determination of non-volatile compounds of
different botanical origin Brazilian honeys. Food Chemistry 1999, 65, 347-352.

DE MARIA, C.A. & MOREIRA, R.F.A. Compostos volateis em méis florais. Quimica
Nova 2003, 26(1), 90-96.

DEWICK, P.M. Medicinal natural products: A biosynthetic approach. London: John Wiley,
1998, p. 466.

DEWICK, P.M. Medicinal natural products: A biosynthetic approach. London: John Wiley,
2nd ed., 2001, p. 507.

DEY, P.M. & HARBONE, J.B. Plant Biochemistry. London: Academic Press, 1997, p.
554,

DIMITROVA, B.; GEVRENOVA, R.; ANKLAM, E. Analysis of Phenolic Acids in
Honeys of Different Floral Origin by Solid-phase Extraction and High-performance Liquid
Chromatography. Phytochemical Analysis 2007, 18, 24-32.

DUTHIE, G.G.; DUTHIE, S.J.; KYLE, A.M. Plant polyphenols in cancer and heart
disease: implications as nutritional antioxidants. Nutrition Research Reviews 2000, 13(1),
79-106.

DUTRA, V.M.L. & BARTH, O.M. Anélise palinologica de amostras de mel da regido de
Bananal (SP/RJ), Brasil. Revista Universidade Guarulhos 1997, Geociéncias II (n°
especial), 174-183.

143



EFEM, S.E.E. Clinical observations on the wound healing properties of honey.
The British Journal of Surgery 1988, 75(7), 679-681.

EFEM, S.E.E.; UDOH, K.T.; IWARA, C.I. The antimicrobial spectrum of honey and its
clinical significance. Infection 1992, 20(4), 227-229.

ESTEVINHO, L.; PEREIRA, A.N.; MOREIRA, L.; DIAS, L.G.; PEREIRA, E.
Antioxidant and antimicrobial effects of phenolic compounds extracts of Northeast Portugal
honey. Food and Chemical Toxicology 2008, 46, 3774-3779.

FELSNER, M.L. Tese de Doutorado. Caracteriza¢ao de méis monoflorais de eucalipto e de
laranja do Estado de Sdao Paulo por técnicas termoanaliticas. Universidade de Sao Paulo-
USP, Sao Paulo, 2001.

FERRERES, F.; TOMAS-BARBERAN, F.A.; GIL, M.I; TOMAS-LORENTE, F. An
HPLC technique for flavonoid analysis in honey. Journal Science Food Agric. 1991, 56,
49-56.

FERRERES, F.; ORTIZ, A.; SILVA, C.; GARCIA-VIGUERA, C.; TOMAS-BARBERAN,
F.A.; TOMAS-LORENTE, F. Flavonoids of “La Alcarria” honey — a study of their
botanical origin. Zeitschrift-fuer Lebensmittel Untersuchung und Forschung 1992, 194,
139-143.

FERRERES, F.; GARCIA-VIGUERA, C.. TOMAS-BARBERAN, F.A.;, TOMAS-
LORENTE, F. Hesperetin: a marker of the floral origin of citrus honey. Journal Science
Food Agric. 1993, 61, 121-123.

FERRERES, F.; TOMAS-BARBERAN, F.A.; GINER, J.M. A comparative study of
hesperetin and methyl anthranilate as markers of the floral origin of citrus honey. Journal
Science Food Agric. 1994, 65, 371-372.

FERRERES, F.; BLAZQUEZ, M.A.; GIL, M.L; TOMAS-BARBERAN, F.A. Separation of
honey flavonoids by micellar eletrokinetic capillary chromatography. Journal
Chromatography A 1994a, 669(1/2), 268-274.

FERRERES, F.; ANDRADE, P.; GIL, M.I; TOMAS-BARBERAN, F.A. Floral nectar
phenolics as biochemical markers for the botanical origin of heather honey. Z. Lebensm
Unters Forsch 1996a, 202, 40-44.

144



FERRERES, F.; JUAN, T.; PE’REZ—ARQUILLUE, C.; HERRERA-MARTEACHE, A.;
GARCIA-VIGUERA, C.; TOMAS-BARBERAN, F.A. Evaluation of pollen as a source of
kaempferol in rosemary honey. Journal Science Food Agric. 1998, 77, 506-510.

FIORANI, M.; ACCORSI, A.; BLASA, M.; PIATTI, E. Flavonoids from Italian
Multifloral Honeys Reduce the Extracellular Ferricyanide in Human Red Blood Cells.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 2006, 54, 8328-8334.

GERMAN, B.; DILLARD, C.J. Phytochemicals: nutraceutical and human health. Reviews.
Journal Science Food Agric 2000, 80, 1744-1756.

GOMEZ-CARAVACA, A. M.; GOMEZ-ROMERO, M.; ARRAEZ-ROMAN, D;
SEGURA-CARRETERO, A.; FERNANDEZ-GUTIERREZ, A. Advances in the analysis of

phenolic compounds in products derived from bees. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 2006, 41, 1220-1234.

GUYOT, C.; SCHEIRMAN, V.; COLLIN, S. Floral origin markers of heather honeys:
Calluna vulgaris and Erica arborea. Food Chemistry 1999, 64, 3-11.

HARBONE, J. & GREYER, R.J. Flavonoids and insects. In: ed. Lit. J.B. Harbone. The
Flavonoids: Advances in Research since 1986. Edited by J.B. Harbone. London: Chapman
& Hall, 1993, p. 589-618.

HARBORNE, J.B. The Flavonoids Advances in Research since 1986. Ed. Chapman &
Hall, 2-6 Boundary Row, London-UK, 1994.

HELDT, H.W. Plant Biochemistry and Molecular Biology. 1 ed. New York: Oxford
University Press, 1997, p. 522.

HERTOG, M.G.L.; HOLLMAN, P.C.H.; VENEMA, D.P. Optimization of a quantitative
HPLC determination of potentially anticarcinogenic flavonoids in vegetables and fruits.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 1992, 40, 1591-1598.

HOSTETTMANN, K.; QUEIROZ, E.F.; VIEIRA, P.C. Principios Ativos de Plantas
Superiores. Sao Carlos: EQUFSCAR, 2003.

145



HOU, Y.C.; CHAO, P.D.L.; HO, H.J.; WEN, C.C.; HSIU S.L. Profound difference in
pharmacokinetics between morin and its isomer quercetin in rats. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 2003, 55 (2), 199-203.

http://www.apicultura.com/index sp.htm.

http://www.apicoltura2000.it/riviste/meditmelis.htm

http://www.sebraern.com.br/apicultura/legislacao/inst norm_11.doc Acessado em agosto
de 2007.

http://www.webbee.org.br/pesquisa/melissopalino.htm

HUANG, D.; OU, B.; HAMPSCH-WOODILL, M.; FLANAGAN, J.A.; DEEMER, E.K.
Development and validation of oxygen radical absorbance capacity assay for lipophilic
antioxidants using randomly methylated b-cyclodextrin as the solubility enhancer. Journal
of Agricultural and Food Chemistry 2002, 50, 1815-1821.

HUIDOBRO, J.F.; SUAREZ-LUQUE, S.; MATO, I.; SIMAL-LOZANO, J.; SANCHO,
M.T. Rapid determination of minority organic acids in honey by high-performance liquid
chromatography. Journal Chromatography 4 2002, 955, 207-214.

KAHOUN, D.; REZKOVA, S.; VESKRNOVA, K.; KRALOVSKY, J.; HOLCAPEK, M.
Determination of phenolic compounds and hydroxymethylfurfural in meads using high
performance liquid chromatography with coulometric-array and UV detection. Journal of
Chromatography 4 2008, 1202, 19-33.

KAMPA, M.; ALEXAKI, V.I; NOTAS, G.; NIFLI, A.P.; NISTIKAKI, A,
HATZOGLOU, A.; BAKOGEORGOU, E.; KOUIMTZOGLOU, E.; BLEKAS, G
BOSKOU, D.; GRAVANIS, A.; CASTANAS, E. Antiproliferative and apoptotic effects of
selective phenolic acids on T47D human breast cancer cells: potential mechanisms of
action. Breast Cancer Res 2004, 6, R63-R74.

KANASHIRO, A. Dissertagio de Mestrado. Efeito dos flavonoides no processo de
producdo de radicais de oxigénio por neutrofilos estimulado, 2001. Universidade de Sao
Paulo — USP, FCFRP, Ribeirao Preto.

KANDASWAMI, C.; PERKINS, E.; DRZEWIECKI, G.; SOLONIUK, D.S;
MIDDLETON, E. Differential inhibition of proliferation of human squanmous cell
carcinoma, gliosarcoma and embryonic fibroblast-like lung cells in culture by plant
flavonoids. Anti-Cancer Drugs 1992, 3, 525-530.

146



KAY, RM. & STRASBERG, S.M. Origin, chemistry, physiological effects and clinical
importance of dietary fibre. Clin Inest Med 1978, 1, 9-24.

KENJERIC, D.; MANDIC, M.L.; PRIMORAC, L.; CACIC, F. Flavonoid pattern of sage
(Salvia offinalis L.) uniforal honey. Food Chemistry 2008, 110, 187-192.

KOMATSU, S.S.; MARCHINI, L.C.; MORETI, A.C.C.C. Analises fisico-quimicasde
amostras de méis de flores silvestres, de eucalipto e de laranjeira, produzidos por Apis
mellifera L., 1758 (HYMENOPTERA, APIDAE) no Estado de Sao Paulo. 2. Contetido de
acucares e de proteinas. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2002.Campinas, 22(2), 143-
146.

KUCUK, M.; KOLAYLI S.; KARAOGLU, S.; ULUSOY, E.; BALTACI, C.; CANDAN,
F. Biological activities and chemical composition of three honeys of different types from
Anatolia. Food Chemistry 2007, 100, 526-534.

LENGLER, S. www. com.br/apicultura/pesquisas/inspe¢ao_mel, 01.doc. 2004.

LIANDA, R.L.P. Disserta¢do de Mestrado. Caracterizacao de mel de Apis mellifera pelo
seu perfil em substancias fendlicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e avaliagdo
da atividade bioldgica. PPGQO-UFRRJ. 2004, p.142.

LIANDA, R.LP. & CASTRO, R.N. Isolamento e identificacio da morina em mel
brasileiro de Apis mellifera. Quimica Nova 2008, 31(6), 1472-1475.

LINDSTED, K. Chemical control of feeding behavior. Comp. Biochem. Physiol. 1971,
39A, 553-581.

LOUVEAUX, J.; MAURIZIO, A.; VORWOHL, G. Methods of melissopalynology. Bee
World 1978, 59, 139-157.

MABRY, T.J.; MARKHAM, K.R.; THOMAS, M.B. Systematic identification of
flavonoids. New York (USA): Springer-Verlag 1970, p. 354.

MACHADO, FM.S & SANTIAGO, V.R. Os beneficios do consumo de alimentos
funcionais. In: Torres EAF, Machado FMS. Alimentos em questdo: uma abordagem técnica
para as duvidas mais comuns. Sao Paulo: Ponto Critico; 2001, p. 35-43.

147



MAGG]I, L.; STELLA, R.; VALENTINI, M.T.G. Model compound sorption by the resins
XAD-2, XAD-8 and diethylaminoethylcellulose. Journal of Chromatography 1989, 478,
225-230.

MANACH, C.; MORAND, C.; TEXIER, O. Quercetin metabolism in plasma of rats fed
diets containing rutin or quercetin . Journal of Nutrition 1995, 125, 1911-1922.

MANACH, C.; SCALBERT, A.; MORAND, C. REMESY, C.; JIMENEZ, L.
Polyphenols: food sources and bioavailability. American Journal of Clinical Nutrition
2004, 79, 727-747.

MANN, J. Secondary Metabolism, Claredon Press, Oxford, 8, 1987.

MARCANO, D. & MASAHISA, H. Fitoquimica organica. Caracas: Universidade Central
de Venezuela, 1991, p. 81.

MARCHINI, L.C. Caracterizacdo de amostras de méis de Apis mellifera (Hymenoptera-
apidae) do Estado de Sao Paulo, baseada em aspectos fisico-quimicos e biologicos. Livre
Docéncia, Piracicaba-SP, Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Universidade
de Sao Paulo. 2001.

MARCUCCI, M.C.; FERRERES, F.; GARCIA-VIGUERA, C.; BANKOVA, V.S.; DE
CASTRO, S.L.; DANTAS, A.P.; VALENTE, P.H.M.; PAULINO, N. Phenolic compounds
from Brazilian propolis with pharmacological activities. Journal of Ethnopharmacology
2001, 74, 105-112.

MARKHAN, K.R. Techniques of flavonoid identification. London: Academic Press, 1982,
p. 113.

MARTOS, I.; COSSENTINI, M.; FERRERES, F.; TOMAS-BARBERAN, F.A. Flavonoid
composition of Tunisian honeys and propolis. Journal of Agricultural and Food Chemistry
1997, 45(8), 2824-2829.

MARTOS, I.; FERRERES, F.; TOMAS-BARBERAN, F.A. Identification of flavonoids
markers for the botanical origin of Eucaliptus honey. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 2000, 48, 1498-1502.

148



MARTOS, L; FERRERES, F.; YAO, LH. ; D’ARCY, B.R.; CAFFIN, N; TOMAS-
BARBERAN, F.A. Flavonoids in monospecific Eucalyptus honeys from Australia. Journal
of Agricultural and Food Chemistry 2000a, 48, 4744-4748.

MCcKIBBEN, J. & ENGESETH, N.J. Honey as a protective agent against lipid oxidation in
ground turkey. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2002, 50, 592-595.

MEDA, A.; LAMIEN, C.E.; ROMITO, M.; MILLOGO, J.; NACOULMA, O.G.
Determination of the total phenolic, flavonoid and proline contents in Burkin Fasan honey,
as well as their radical scavenging activity. Food Chemistry 2005, 91(3), 571-577.

MENDES, B.A. & COELHO, E.M. Considera¢bes sobre caracteristicas de mel de abelhas
— Analises e critérios de inspec¢do. Informe Agropecuario 1983, 9(106), 56-67.

MENSOR, L.L.; MENEZES, F.S.; LEITAO, G.G.; REIS, A.S.; DOS SANTOS, T.C.;
COUBE, C.S.; LEITAO, S.G. Screening of Brazilian plant extracts for antioxidant acitivity
by the use of DPPH free radical method. Phytotherapy Research 2001, 15(2), 127-130.

MERKEN, H.M. & GARY, R.B. Measurement of food flavonoids by high-performance
liquid chromatography : a Review. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2000,
48(3), 577- 599.

MIORIN, P.L.; JUNIOR, N.C.L.; CUSTODIO, A.R.; BRETZ, W.A.; MARCUCCI, M.C.
Antibacterial activity of honey and propolis from Apis mellifera and Tetragonisca

angustula against Staphylococcus aureus. Journal of Applied Microbiology 2003, 95, 913-
920.

MITHEN R.F.; DEKKER M.; VERKERK R.; RABOT, S.; JOHSON, I.T. The nutricional
significance and bioavailability of glucosinolates in human foods rewiew. Journal Science
Food Agric 2000, 80, 967-984.

MOLAN, P.C. The antibacterial activity of honey. The nature of the antibacterial activity.
Bee World 1992, 73(1), 5-28.

MONTAGNI, S.M.S. Dissertacdo de Mestrado. Identificacdo de Substancias Fenolicas em
Mel e Pdlen Apicola de Diferentes Origens Botanicas e Geograficas. PPGQO-UFRRJ.
2005, p. 140.

149



MOREIRA, R.F.A & DE MARIA, C.A.B. Glicidios no mel. Quimica Nova 2001, 24(4),
516-525.

MORETI, A.C.C.C.; MARCHINI, L.C.; SOUZA, V.C.; RODRIGUES, R.R. Atlas do
polen de plantas apicolas. Papel Virtual Editora, Rio de Janeiro. 2002, 89p.

MOURE, A.; CRUZ, JM.; FRANCO, D DOMINGUEZ, JM.; SINEIRO, J.;
DOMINGUEZ, H.; NUNEZ, M.J.; PARAJO, J.C. Natural antioxidants form residual
sources. Food Chemistry 2001, 72, 145-171.

MUNDO, M.A.; PADILLA-ZAKOUR, O.I.; WOROBO, R.W. Growth inhibition of
foodborne pathogens and food spoilage organisms by select raw honeys. International
Journal of Food Microbiology 2004; in press (Partially funded by the National Honey
Board).

MUNOZ, O.; COPAJA, S.; SPEISKY, H.; PENA, R.C.; MONTENEGRO, G. Contenido
de flavonoides y compuestos fenolicos de mieles chilenas e indice antioxidante. Quimica
Nova 2007, 30 (4), 848-851.

NARAYANA, K.R.;; REDDY, M.S.; CHALUVADI, M.R.; KRISHNA, D.R.
Bioflavonoids classification, pharmacological, biochemical effects and therapeutic
potential. Indian Journal of Pharmacology 2001, 33, 2-16.

NIJVELDT, R.J.; NOOD, E.V.; HOORN, D.E.C.V.; BOELENS, P.G.; NORREN, K.V;
LEEUWEN, P.A.M.V. Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and
potential applications. American Journal Clinical Nutrition 2001, 74, 418-425.

Official Methods of Analysis of the AOAC, Seventh edition, 1950.
O MEL e as Abelhas. Revista Brasileira de Agropecudria. Sao Paulo, n. 15, p. 9-11, 2003.

OSAWA, T.; NAMIKI, M.; KAWAKISHI, S. Role of dietary antioxidants in protection
against oxidative damage. Basic life sciences 1990, 52, 139-53.

OUCHEMOUKH, S.; LOUAILECHE, H.; SCHWEITZER, P. Physicochemical
characteristics and pollen spectrum of some Algerian honeys. Food Control 2007, 18, 52—
58.

150



PAGANGA, G.; AL-HASHIM, H.; KHODR, H.; SCOTT, B.C.; ARUOMA, O.I.; HIDER,
R.C.; HALLIWELL, B.; RICE-EVANS, C.A. Mechanisms of antioxidant activities of
quercetin and catechin. Redox Report 1996, 2(6), 359-364.

PARK, Y.K.; ALENCAR, S.M.; AGUIAR, C.L. Estudo da composicao fenolica de méis e
propolis oriundos de mesma colméia. Revista Mensagem Doce 2003, Sao Paulo - SP, p. 1-
11.

PARR, A.J. & BOLWELL, G.P. Phenols in the plant and in man. The potential for possible
nutritional enhancement of the diet by modifying the phenol content or profile. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 2000, 80, 985-1012.

PAVIA, D. & LAMPMAN, K.G. Ultraviolet spectroscopy. In: Introduction to
spectroscopy — a guide for students of organic Chemistry. Sauders College Publishing/Holt
Rinehart and Winston. 1979, p.183-224.

PEREZ, R. A.; IGLESIAS, M. T.; PUEYO, E.; GONZALEZ, M.; DE LORENZO, C.
Amino Acid Composition and Antioxidant Capacity of Spanish Honeys. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 2007, 55, 360-365.

PERIS, J. Produccion y comércio de los produtos apicolas en Espana. El Campo del Banco
de Bilbao. Apicultura 1984, 93.

PERSANO ODDO, L. & RICCIARDELLI D'ALBORE, G. Nomenclatura
melissopalinologica. Apicultura 1989, 5, 63-72.

POLLONIO, M.A.R. Alimentos funcionais: as recentes tendéncias e€ os envolvidos no
consumo. Higiene Alimentar 2000, 14, 26-31.

PRIOR, R.L. Fruits and vegetables in the prevention of cellular oxidative damage.
American Journal Clinical Nutrition 2003, 78 (suppl), 570S-578S.

RACOWSKI, I.; CIANGA SILVAS, F.P.; TAKUSHI, D.T.T.; DA SILVA, D.W.G.;
MIRANDA, P. dos S. A¢ao antimicrobiana do mel em leite fermentado. Revista Analytica
2007, 30, 106-115.

RASMUSSEN, C.N.; WANG, X.H.; LEUNG, S.; ANDRAE-NIGHTINGALE, L.M.;
SCHMIDT, S.J.; ENGESETH, N.J. Selection and Use of Honey as an Antioxidant in a

151



French Salad Dressing System. Journal of Agricutural and Food Chemistry 2008, 56,
8650-8657.

RIBEIRO-CAMPOS, M.G.; SABATIER, S.; AMIOT, M.J.; AUBERT, S. Characterization
of flavonoids in three hiveproducts: bee pollen, propolis and honey. Planta Médica 1990,
56, 580-581.

SAA-OTERO, P.; DIAZ, E.; GONZALEZ, A.V. Estudio estadistico de representatividad
de los datos obtenidos en analisis polinicos de mieles de Orense (Espand). Boletin de la
Real Sociedad Espandla de Historia Natural (Seccion Biologia) 1993, 90, 5-16.

SABATIER, S.; AMIOT, M.J.; TACCHINI, M.; AUBERT, S. Identification of flavonoids
in sunflower honey. Journal of Food Science 1992, 57 (3), 773-7717.

SAKAKIBARA, H.; YOSHINORI, H.; NAKAGAWA, S.; ASHIDA, H.; KANAZAWA,
K. Simultaneous determination of all polyphenol in vegetables, fruits, and teas. Journal of
Agricutural and Food Chemistry 2003, 51, 571-581.

SANCHEZ-MORENO, C. Compuestos polifenolicos: efectos fisiologicos. Actividad
antioxidante. Alimentaria 2002, v.1, p. 29-40.

SANCHO, M.T.; MUNIATEGUI, S.; HUIDOBRO, J.F.; LOZANO J.S. Aging of honey.
Journal of Agriculturl and Food Chemistry 1992, 40,134-138.

SAWYER, R.W. Melissopalynology in the determination of the geographical and floral
origin of honey. Journal of the Association of Public Analysis 1975, 13, 64-71.

SCALBERT, A. & WILLIAMSON, G. Dietary intake and bioavailability of polyphenols.
Journal of Nutrition 2000, 130, p. 2.073S-2.085S.

SIDDHURAIJU, P. & BECKER, K. The antioxidant and free radical scavenging activities
of processed cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) seed extracts. Food Chemistry 2007,
101, 10-19.

SIMOES, C. M. O. SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; DE MELLO, J. C. P.; MENTZ,
L. A; PETROVICK, P. R. Farmacognosia - Da Planta ao Medicamento. Editora
Universidade UFRG/Ed. Da UFSC, 2000.

152



STEEG, E. & MONTAG, A. Quantitative determination of aromatic carboxylic acids in
honey. Zeitschrift fuer Lebensmittel Untersuchung und Forschung 1988, 187, 115-120.

STRINSON, E.E.; SUBES, M.H.; PETTY, J.; WHITE, J.W.; JR. The composition of
honey. V. Separation and identification of the organic acids. Arch. Biochemestry Biophys
1960, 89, 6-12.

SUOLINA, M.; BUCHSBAUM, R.N.; RACKER, E. Effect of flavonoids on aerobic
glycolisis and growth of tumor cells. Cancer Research 1975, 35, 1865-1872.

TAN, S.T.; WILKINS A.L.; MOLAN, P.C.; HOLLAND, P.T.; REID, M. A chemical
approach to the determination of floral sources of New Zealand honeys. Journal of
Apicultural Research 1989, 28(4), 212-222.

TAN, S.T.; WILKINS, A.L.; HOLLAND, P.T.; McGHIE, T.K. 1.Extractives from New
Zealand unifloral honeys. 2.Degraded carotenoids and other substances from heather
honey. Journal of Agricultural and Food Chemistry 1989a, 37(5), 1217-1221.

TAORMINA, P.J.; NIERMIRA, B.A.; BEUCHAT, L.R. Inhibitory activity of honey
against foodborne pathogens as influenced by the presence of hydrogen peroxide and level
of antoxidant power. Int. Journal Food Microbiology 2001, 69, 217-225.

TERRAB, A.; DIEZ, M.J.; HEREDIA, F.J. Palynological, physico-chemical and colour
characterization of Moroccan honeys: 1. River red gum (Eucalyptus camaldulensis Dehnh)
honey. International Journal of Food Science and Technology 2003, 38, 379-386.

TOMAS-BARBERAN, F.A ; FERRERES, F.; BLAZQUEZ, A.; GARCIA-VIGUERA, C.;
TOMAS-LORENTE, F. High-performance liquid chromatography of honey flavonoids.
Journal of Chromatography 1993, 634, 41-46.

TOMAS-BARBERAN, F.A; FERRERES, F.; GARCIA-VIGUERA, C.; TOMAS-
LORENTE, F. Flavonoids in honey of different geographical origin. Zeitschrift-fuer
Lebensmittel Untersuchung und Forschung 1993a, 196, 38-44.

TOMAS-BARBERAN, F.A: FERRERES, F.. TOMAS-LORENTE, F.; GARCIA-
VIGUERA, C. Hesperetin: A marker of the floral origin of citrus honey. Journal Science
Food Agric. 1993b, 61, 121-123.

153



TOMAS-BARBERAN, F.A; FERRERES, F.; GINER, JM. A comparative study of
hesperetin and methyl anthranilate as markers of the floral origin of citrus honey. Journal
Science Food Agric. 1994, 65, 371-372.

TOMAS-BARBERAN, F.A; MARTOS, I.; FERRERES, F.; RADOVIC, B.S.; ANKLAM,
E. HPLC flavonoid profiles as markers for the botanical origin of European unifloral
honeys Journal Science Food Agric. 2001, 81, 485-496.

TSIMOGIANNIS, D.I. & OREOPOULOU, V. The contribution of flavonoid C-ring on the
DPPH free radical scavenging efficiency. A kinetic approach for the 3’°,4’-hydroxy
substituted members. Innovative Food Science and Emerging Technologies 2006, 7, 140-
146.

TURNER, F.J. Hydrogen peroxide and Other Disinfectants — 3rd ed. Philadelphia: Lea and
Febiger, 1983.

WAHDAN, H. Causes of the antimicrobial activity of honey. Infection 1998, 26, 26.

WANWIMOLRUK, S.; HO, P.; SAVILLE, D.J. Inhibition of human CYP3A4 activity by
grapefruit flavonoids, furanocoumarins and related compounds. Journal Pharm.
Pharmaceut. Science 2001, 4(3), 217-227.

WESTON, R.J.; MITCHELL, K.R.; ALLEN, K.L. Antibacterial phenolic components of
New Zealand manuka honey. Food Chemistry 1999, 64 (3), 295-301.

WESTON, R. J.; BROCKLEBANK, K. L.; LU, Y. Identification and quantitative levels of
antibacterial componentes of some New Zealand honeys. Food Chemistry 2000, 70, 427-
35.

WHITE, J.W.Jr.; SUBERS, M.H.; SCHEPARTZ, A.l. The identification of inhibine, the
antibacterial factor in honey, as hydrogen peroxide and its origin in a honey glucose-
oxidase system. Biochimica et biophysica acta 1963, 73, 57-70.

WHITE, J.W. Composition of honey. In. CRANE, E. Honey. A comprehensive survey.
1979. London: Heinemann, p. 157-207.

WILLIAMS, D.H. & FLEMING, 1. Spectroscopic Methods in Organic Chemistry.
McGraw-Hill, 5™ ed. 1995, p. 329.

154



WINTER, F. C-ring cleavage of flavonoids by human intestinal bacteria. Applied and
Environmental Microbiology 1989, 55(5), 1203-1208.

WOISKY, R. G. Dissertagdo de Mestrado. Métodos de controle quimico de amostras de
propolis. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-USP. 1996, p. 74.

WOISKY, R. G. & SALATINO, A. Analysis of propolis: parameters and procedures for
chemical quality control. Journal Apiculture Research 1998, no prelo.

WOOTON, M.; EDWARDS, R.A.; FARAJI-HAREMI, R. Effect of accelerated storage
conditions on the chemical compostion and properties of australian honeys. 2. Changes in
sugar and free amino acid contents. Journal of Apicultural Research 1976, 15(1), 29-34.

WU, T.W.; ZENG, L.H.; WU, J.; FUNG, K.P. Morin: A wood pigment that protects three
types of human cells in the cardiovascular system against oxyradical damage. Biochemical
Pharmacology 1994, 47, 1099-1103.

YAO, L.; JIANG, Y.; SINGANUSONG, R.; DATTA, N.; RAYMONT, K. Phenolic acids
and abscisic acid in Australian FEucalyptus honeys and their potential for floral
authentication. Food Chemistry 2004, 86, 169-177.

YAO, L.; JIANG, Y.; D’ARCY, B.; SINGANUSONG, R.; DATTA, N.; CAFFIN, N.;
RAYMONT, K. Quantitative high-performance liquid chromatography analyses of
flavonoids in Australian Eucalyptus honeys. Journal of Agricultural and Food Chemistry
2004a, 52,210-214.

YAOA, L.; JIANG, Y.; SINGANUSONG, R.; DATTA, N.; RAYMONT, K. Phenolic acids
in Australian Melaleuca, Guioa, Lophostemon, Banksia and Helianthus honeys and their
potential for floral authentication. Food Research International 2005, 38, 651-658.

ZWAENEPREL, C. Honey: facts and folklore. Alberta Beekeepers' Association 1984,
Edmonton, Canada, p. 24.

155



10 - ANEXOS

156



e Anexol

uimica nova

o i oA o Booledecs Brasiers g Ouira I RRWTET e

Volume 31, NGmero 6, 2008

Quim. Nova, Vol. 31, No. 6, 1472-1475, 2008

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA MORINA EM MEL BRASILEIRO DE Apis mellifera

Regina Lucia Pelachim Lianda e Rosane Nora Castro’
Departamento de Quimica, Institute de Cigncias Exatas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Antiga Rodovia Rio-Séo
Paulo, BR 463, km 07, 23.890.0G00 Seropédica — R1, Brasil

Recebido em 23/10/07; aceito em 27/3/08; publicado na web em 17908

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF MORIN IN BRAZILIAN HONEY FROM Apés meflifera. The favonold fraction

wag purified by 8 ination of ¢ on Amberlite XAD-1 and preparative sifica el TLC Morin (3,5, 7. 7, 4%
pentahydroxyfiavone} was the only Ravonnl found in honey from Brazilian Clwr sp.. The stracture of moris was determined on the
basis of UV and M and PC NMR spectral da ey with literaiure ref s, This is the first report on the isolation of morin

from Brazilian Citray honey. .

Keywords: Bruzilion honey; morin; Apds melfifera,



Quoime. Nowa, Yol 31, MNo. 6, 1472-1475, 2008

ISOLANMENTO Em:mcjnmmmmmmnmmm DE Apir mellifera

Artigo

Reginn Locin Pelachim Linnds ¢ Rosane Mora Castro®
Departamento de Quimica, Instituio de Ciéncias Exatas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeir, Antiga Rodovia Rio-Sao
Paule, BR. 465, km 07, 23 800-000 Seropédica — B, Brasil

Recebido em 23 10M0T; aceitn em 27730E; pablicado mn web em 15008

ISOLATHON AND IMENTIFICATION OF MORIN IN BRAZILIAN HONEY FROM Apis mellifers. The Aovonoid fraction

was puriied by & combisation of b

apby on Amberlite XADLD snd preparstive siica pel TLC. Moris (3, 5, 7, 77, 4°-

pentshydroxyflmvone | wes the only flvonol found in honey from Brazilian Chitrus sp.. The sinacturs of morin was delsrmined on the
bamsis of UV and 'H and "C NME spectral daia together with Eierature references. This is the find report o the isclation of morin

from Braxilian Citrur honey.

Keywonds: Brazilian honey; morin; Apiy mallifens.

INTRODUCAD

(¥ mel € ama miztara de substinciss produride pelas abelbes (no
Brasil, Apis meilifera) a partir da coleta do péctar das flores oa de
secregies de paries de plantas on de excregoes de inseios quo sugam
partes das plantas, e que se taasfiormamn e combinam com as subs-
tincins especificas de sews prdprics crganismos. Apesar de o mel ser
basicamenie uma solugio saturada de agicares e dgua. seus outros
companenies, aliados is caracteristicas da fonte floral gue o originoa,
coaferem-The am alto teor mutritive & propriedades medicinais. Além
dos aglicares destacam-se 05 aminodcidos, encimas, prodeinas, sais
minerais, vitaminas & substincins fendlicas. Apesar dos cartsoidra-
oz encontrados no mel serem objeins de diversas revistes,” outros
compomentes presentes oo formm exiemsivamente estudados, coma
porexemplo, os compostos fendlicos. Seu aroma, paladar, colomgio,
visoosidade e propriedades medicinais estéo diretamente relacionadas
com a fonte de néctar que o originow ¢ também com & espécie de
shelha que o produrin.' A composigio quimica do mel depende, em
grande parte, das espécies vegetais visitadas pelas abelbhas, nabureza
do solo, raga das abelhas £ condigbes climiticas. Levando-se em
conla a grande variedade do clima e da flora, extremamente ricas,
encontmdas no Brasil, a produgio de mel & sua composigic merscem
especial stengio. Canciensticas fisico-quimicas, tais coma, consis-
#Encin, cor, odor, sabor e aromas, geralmenie mantém-se ¢ e

taral da morina {1}, orenda de vma amosira de mel de lamnjeines
{monofloral).

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimeninis gerais

(s espectros obtidos ma regiso do ultravioleta-visivel formm re-
gistrados em espectrofotimetro Shimadza, modelo UV mini 1240,
utilizamdo como solvente metanol gras espectroscopion.

O espectros de ressondncia magnética mackear (RMN) fomm obtidos
m espectiimet Briicker. modelo AC-200, operando a 300 MHz pam
EMHN "H e a 50 MHz para RMN "C, com as amostms solubilimdas em
DMED- & msando o tetmmstilsilana (TMS) como padicis intemo. Os
deslocamentos gaimicos (§) forem obtidos em parte por milhio (ppm) e
ms constanies de scoplamento () forem medides em Hertz (Hz).

Mas anilises por cromatogmifia em camada delgada {CCLY) foram
utilizadas cromatofolhes de aluminio contendo gel de silica 60 F,,
(Merck), e revelagao com e ultravioleta | 254 & 366 nm) efou nebuliza-
0 com solugao 1% de ANC] em etanol, seguida de aquecimento. Parn
a andlize dos flavondides ndo-glicosilados o sistiema de solvente usado
foi uma mistura de hexano:acetsto de etila-dcido férmico (19:2k1) e
pam o= flavondides glicosilados o sistema de sodvente usado foi uma

ocoirem somente em més chamadios mosofomis oo uniflorms, isio £,
aqueles procedentes do néctar de uma espécie vegetal predominante,
por exempln, mel de lnnjsims, mel de sucalipio, sic. Estes mefis sio
cadn vez mais procurades pelo consumidor.?

As substincias fendlicas contidas no mel podem ser oriundas do
néctar coletado pelas sbelhas, do pilen o, sinda, da prépolis. Muites.
dessas substincias, principalmente os fcidos fendlicos ¢ flavondides,
san conhecidas por ap propriedades farmacolégicas e
tornaram-se alvos de estado, devide a sun conhecida agio schre
namerosos processos fisioldgicos no corpe, podendo beneficiar o
comgao, veias, figado, sistema @ légion, rins, muscal e

i de cloroférmio: k- fgumbcido formioo (30 18:1:1).

Mo separacio por cromaiografin em camads delgada peeparativa
(OCDP) foi uilizada: placa de vidre 20 x 20 om recoberta com: gel de
silica com indicador de flmonescéncia (F . Merck ). € para 2 eluicio sma
‘mistura de bevaso:acetaio de etilacicido frmico(15:24:1 ). Todos os sal-

venkes utilizadios fornm de puncza. analitica ou gran espectroscdpico.
Os padroes wtilizados para as anilises por cromaiografiss de
camada delgnda I'D.rl.rl “pmvt- grau de pareza clevado (99%). Os
Amvondides qu mnorima, b #ding, notina forem obtidos da
Mﬂd_hmumu[uuﬂlﬁmmllhmtﬁnd‘m
Maturais (DEQUIM-UFRET). As solagbes dos padrbes foram pre-
a 1% em metanol {gras espectroscdpico) € atilizadas como

sistema nervasa.'? Das wirias propriedades terpéuticas atribuwidas
= essas suhstincias, podem se destacar os efeilos antioxidanbes,
antibacieriance, antialérgicos, antiinflamatirios, etc.®

Meste trabalho & descritn o isol o & &

*e-mail: nora@hafmj br

aclugio peingue padko,
Amnstrn de mel

A amostra de mel de larmnjeirs ( Citrus sp, codificada de RLLOG)
Foi coletada da regifio de Mata Aflintica e adquirida diretamsente do



Vil 31, Mo &

apiculior, em marge de 2004, na cidade de Tanbaté-SP. A identificagio
da forte floral foi baseada nas propriedades sensoriais, inis como,
aroma, paladar € cor do mel; a localizagio das colméias; a estagio
na qual o mel foi coletado e vegetagio nas proximidades. A amostra
foi estocada na geladeira o 4 U aié o momento da andlise, o fim de
evitar qualquer tipe de alteragio.

Extrogio ¢ isolnmento das substincins femilicns do mel

As substincias fendlicas foram extraides do mel segundo adap-
tagio” @ meiodologia descrita na e ® A smostre de mel de
laramjeiras RLLOG (50 g foi misturada com 250 mlL de dgua destilada,
acidificada a pH 2 com HCl concentrado e agitads com agitsdor mag-
mético, @ iempernhora ambienie, 3t completa dissolagio. A amastra
Ausidla fioi, em seguida, flemda atravds de alpodSo pam climisar possiveis
particalas suspensas. O filtmdo foi estio agitado com cerca de 75 g
de Ambedie XAD-2 (tamanho do poro 9 nm e particuls 0,3-1,2 mm,
Fluka), e, em segmida, empacotsdo em oma colena de vidm (45« 3,5
cm}. A cobuna foi entio lovada primeiramente com ama sobucio dcida
{pH 2 com HCl concentmda, 100'ml}, & am segwida com dgmas destilads
{150 ml.) para remover indos os agicanss € outrns composios polares,
engquanio as sshstiinciss fendlicas presenies no mel pormanocemm o
columa. A fragio femdlica adsorvida na columa foi entio elaida com
metanol (~ 250 mL). O extrato metandlioo obtido foi concentrado &
pressio reduzida em sm evapomdor rotaidno a 40 °C. O residooe foi
dissodvide em 15 ml de dgua destilada, & extmido com acetato de etila
tS:IﬂlehEmsmn[mm-ndn.mm:dﬁhds
sidio aniden, conc af duzida, « dissolvids 4
p-lwmnlindupwﬂmndepmsq:h:dumm.

) extrato de acetato de etila obtido da emostra RLLDG (70 mg)
foi purificado stravés de OCDP e eluido com hexano:acetnio de
etilazdcido férmico (15:24:1). Apds a eluigio a placa foi visualizada
ma limpada a 254 ¢ 366 nm, respoctivaments, pam auxiliar o retimda
da substincia de interesse da placa. O material foi mspado da placa,
misturndo com 3 ml. de metanol, deixado sgiter por 30 min o filtmdo
em papel de filtre. Em seguida, o metanol foi evaporado até a secura e
fomecen 5.6 mg do flavondide 1 (morina, Figera 1) como am sélido
de coloragao lo-casmeho, que ap camcteristica de uma
substiincia pura por OO,

Figara I Subwitincia isolads do mef de laranjeira de Apis meliffers

RESULTADOS E DISCUSSAD

A amostra do mel de laranjeiras (RLL0G) foi submetida ao fra-
cionamento em coluna de Amberdite XAD-2 com metanal. O extrain
metanilico foi amalsado por OCT e as fragbes de similares fatores de
retengio (R, comparadas com o padrio auiéntico da morina, forem
reanidas. A anilise destas fragbes revelon claramentes a presenga do
flavonol 1 através da observagio do mesmo fator de retengao (R=
0,44}, bem como pelo apareciments da codomcio amarelo fluorescen-
te o 366 nm, apds revelagio com ANCL-EXH (1%) € aquecimento,
sendo isto am indicative para flavosdides com grupo hidroxila no
carbomo cinco.*

Isnlamento = identificacio da morina em mel brasilzin de Apir mellifera 1473

A partir destas ohservagoes foi realizado o isolamento da morina
{1} por comaiografia de camada fina preparativa e a sua estnutur fol
identificada com base nas andlises dos espectros de UV e RMMN.

A anilise dos espectros de shsorao no altmvicletn, com varmedum
n.l.l'nmrlelZEﬂ-.’d]}ml.dnpﬂum- jpairne; i oom 8 substincin
1 isplada, fomeces considernpbes importantes sobre o posigio dos
grupamenios hidroxilas presentes no esqueleio Aavinico, particular-
mente pela snilise da banda 1. A anilise do espectro no UV de | em
metanol permitin observar dois mixvimos de absorgio em A, 256
e 368 nm que caracierizam a banda 11 {shsorgio do anel A, sistema
benzoila) @ a banda I {ancl B, sisiema cinamoila), respectivamente,
sendo compativel com mm Aavonol ®

0 uso de cloreto de aluminio (AKC],) aaxilion oo determinagio
espectrofotométrica da presenca de hidroxilas “peri” e orfo, carc-
teristicas de algans Asvondides, por formar complexos estiveis, €
promaover desvio pam maiores comprimentos de onda e uma intes-
sificagio da absorgio.® Destn forma. o determinagio das estruturs
de flavondides ioma-se possivel, pois a0 formar complexos com o
clorete de aluminio possibilitam a sua diferenciagio das outras sabs-
tiincizs fendlicas que extiio presentes no mel, principalmente os deidos
fendlicos, pois estes, apesar de formarem complexos com: cloreto de
aluminic, sbsorvem em comprimentos de omda menones. ™

Mota-se que com a adig@o de AICL formou-se um complexo
flavondide-Al que shsorveu em comprimenio de onda bem maior
que o favondide sem a presenca deste aditivo. A adigio de AIKCL,
provocou um deskcamento batocrimico mas bandas 1 e 1L onde
oommeu & formagie de um anel de seis membros estivel através
do fitome de aluminio com a hidmxila em C-5 e o grapo carboaila
em C-4, resistente i ag@o de HCL. )i uma hidroxila em C-3, por se
tratar de wma hidroxila tipe emdlica. pode formar mmbém gagio
de hidrogémio intamolecular. pordm em amel de cinco membros
menos resisiente i adigio de HCL Logo apds a adigio da solegho de
HCL, observou-se que o complexo que emeodven o grapo carboaila
em C-4 e o grupoe hidroxila em C-5 apresentou-se estivel pela quase
manuiengio do comprimento de onda da banda I {anel A), porém
o complexo formado com a kidmoxila em C-3 revelou deslocamenio
hipsocrimico da banda [ {apel B) em relagio & amostra com AICL,.
A Figara 2 apresenta os espectros da amostra | em metanal, apds a
adigio de ANCL, & depois da adigio de solegio 15% de HCL, confir-
manda ser a estrutura da 3,5,7,2°.4°- pentaidroxiflavona o morina
(Figura I).

0} favonal morna (1) foi identificado também, stravés das and-
lises de RMN de "H & “C anidi ciin com os

1
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Figura 2 Erpertror de absorpdo ao UV (200.500 nm) para: moring § em
metanal (—}; moring [ com AICT, {--) & apdy aaigde de HCT-)
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dados descritos na iemtra '+

A ondlise: do espectro de RMN "H da substiincia 1 permitin
identificar sinal de hidroxila & 12,61 ppm, confirmando a presenga.
do hidrogénio do gmapo hidroxila, localizada no @tomo de carbono
-5, emvolvido em lEgagio de hidrogénio mramolecular com a car-
bonila em C-4. Ma regifio de deslocamente quimico dos hidregénios
Ilunﬁ.ﬁ:mfu'lndmﬂ'ndmd:isduh]nhcﬂﬁ'ﬂmmﬁuﬁ.lﬁ
ppm (1H, 4. J = 2.0 Hz, H-6) e &, 6.27 ppm (1H, d, F = 20 Hz, H-8)
presenie no anel A. Alm desses sinais, formm obsermdos ouos
triés sinais em &, 6.35 ppm (1H, dd, J =22 He, H-5-3 e F =84
Hz, H-5"-6'); 641 ppm (1H, d, F=22 Hz, H 3"} 7,21 (I1H, d, J
= B4 Hz, H-6") relacionados ao sistema ABC do anel aromiitico B
trissubstimido (Tabela 1)
Tabeln 1. Dados de RMN "H e "C da substincia 1 (DME0-d,) com-
pamdos com cs dados da litemium pars 3 morina 7. Deslocamenios
quimicos em &, e & _(ppm) £ constantes de acoplamento { J, entre
parénieses) em Hr

Substincia ] Morinn

&, B, By B,
1 1482 1480
3 1398 1363
4 1764 176,2
5 OH -12,61{s) 1611 OH - 1Z,E3 () 1609
6 6,15 (d; 2,0y tEA4 6,17 (d: 1.7) QRO
T 164 03 143,7
8 6,27 (d; 2,0) MR 6,28 (d: 1.7) 934
9 156,8 1568
in 105,1 103.6
1" 1108 109.3
F 1569 156.9
3 641 (d; 2,7) 1021 638 (d. F=11) 103.0
4" 159,7 160.5
5 635(dd;84:27) 1077 633(dd; 8321y I106E
L 7.21 (& B4) 1289 7,22 (d; 8.3) 1317

maubtiplicidade: s = singleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto

A substiincin 1 exibiu no espectro de RMMN PC guinze sinais na
regiiio de carbonos spf, compativeis com a unidade Cy-C- -0, camcie-
ristica de Aavondides. Alm disso, foi possivel identificar a presenca
de cinco carbonos condendo grupos hidroxilas (C-3, C-5, C-7, C-2°
e C-47). O deslocamenin quimico do simal da carbonila nﬁ,: 1764
ppm fiod infleenciado pela ligagae intmmolecular com o hidrogémio do
gmnapo OH na posigio 5 (hidroxila “pen ™). A comparagio dos dades
espectroscipicos obtidos para a substiincia | com os registrados na
Iiteminm permitiv & identificagio deste constitwinée como sendo a
maorina " (Tabela 1)

Ox deslocamenitos quimicos ohservados nos espectros de RMN de
'He ", bem como a andlise no LTV permitiram determinar a estrutum
de 1 como 3,5,7.2° 4"-penmidroxiflovona oo morina.

Emboim tenba side relatada na literatara a presenga da flavanona
hesperitina em mel europen de laranjeirs," até entio, o morina nonca
havin sido isolada € identificada em mefis earopeus, apesar de ser um
flavordide largamente distribaido entre frutas € vegetais. De acondo
com relatos da literstura, sabe-se que pam os méis de lamnjeins, o
anilise polinica nao & simples como nos casos dos outros mEs uni-

Quim. Nevax

Boris, devide ao fako de que a quantidade de pélen presente neste
mel € pequena € germlmente muito varinde ™ Diferenies espécies
de plantss produzem quantidades de pdlen diferentes, que podem
wariar de estagio para esiagie. Sendo assim, o mel pode apresentar
o5 graos de plen provenientes, na sua maior panie, das plantas for-
necedoms de méctar, as chamadas plantas nectariferas; bem como das
chamadas planiss poliniferas que, além de pouco néctar, fomecem
basmnie pdlen. Cern percentagem do pilen no mel pode sinda ser
provenienie de plantas anemdfilas, isto €, cojas flores oo produzem
néctar, snmente pdlen o qual € disperso pelo venio e as abelhas podem
aproveiti-lo como fonte de proteines.’ Ma pritica ndo ¢ possivel se
obter am mel 100% monoforal, ou seja. isento de grics de pdlen de
outros espécimes.

Uma possivel mzio para se justificar o presenca da morina em
mel Citrars sp, que foi coletado na regife de Mata Adintica, pode ser
em virtude da existéncin de virias espécies nativas e abundantes na
regiao de coleta do mel; como mo caso a presenga de Chisrmphion
finctoria (L.} Gandich, que j& foi estudada © revelon 8 presenca da
moring em san composigio quimica.'®

Este trabalbo descreve pela primeim vez o izolamento £ o iden-
tificagan da morina em mel brasileire de laranjeims. Outros méis de
laranjeiras da regifio da Mata Atiintica j§ haviam sido estudados e
revelaram a presenga desta substiincia por cromatografia Hguida de
altn eficiéncia’
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e Anexo?2

Servigo Pabhico Federal
Universidade Federal Fural do Fio de Janeiro
Instituto de Zootecnia
Laboratono ABELHA-NATUREZA

ANATISE POLINICA DE MEL COMERCTAL

Objetive: Venificar a domindneia dos tipos polinicos de Evcalypius (Myrtaceae) e de Cifrus (Rutaceas)
em amostras de méls comerciais.

Pedido feito por MSc. Regina Lucia Pelachim Lianda (Tnstituto de Quimica / UFEET)
Omientadora: Profa. Dra. Fosane Nora Castro (Tnstifuto de Quimica / UFEET)

Resultados da analise polinica
Tabela 1. Amostras de méiz de Eucalipto (n=3)

FLORADA _ Total de graos e Total de graos de % de gra0s de
polen polen Eucalyptus  pélen Eucalyptus
“AMOSIRA
RIEH 0 1780 390
RLE 35 4807 3767 784
RLE 36 3031 1729 57.04

Tabela 2. Amostras de méis de Laranjeira (n=14)

FLORADA  Total de graos de Total de graos de % de graos de
pélen pélen Citrus polen Citrus

AMOSIRA
RIL16 309 176 731
RIL1S 450 286 635
RIL20 182 19 104
R1122 516 266 51,5
RLL2S 1614 203 18.1
RIL26 3 SEM POLEN
R1L27 353 315 37
RLL2S 931 668 7
RIL29 992 6352 65.7
RIL30 1214 960 79.1
RIL31 504 378 7
RIL32 601 539 89.7
RLLAD 517 355 687
RLLA1 362 75 49




De acordo com a andlise polinica, todas as amostras de encalipto (Tabela 1) apresentaram como
domindncia (> 45%) os gréos de polen de Eucabhpius sp. (Myttaceas), com indicagio de méis de
encalipto para todas as amostras avaliadas.

Nas amostras de laranjeira (Tabela 2} os grios de pélen de Cifrus sp. (Rutaceae) apresentaram
em domméncia (> 43%). com excecio das amostras F11.20 (3.2%) sendo considerado polen isclado
importante (entre 3 a 14%) e RLL25 (18,1%) sendo polen acessorio (entre 15 a 44%). A amostra
BI1.26 ndo apresentou polen.

A amostra B11.20 apresentoun graos de polen de Cacropia sp. (Moraceae) como dominante com
72 2%, mas este tipe polinico foi retirado da contagem total por ser considerado polen aneméfilo. O
polen de Eucalyptus sp. esteve presente na amostra com 30,8% considerado polen acessornio (entre 15 a
44%). Nao ocomen polen dominante na amostra.

A amostra FIL25 ndo ocomen tipo dominante, considerados grics de polen acessomos -
Mimosa scrabella (Mimosaceae) (40.4%). Citrus sp. (Bautaceae), Asteraceae (17.9%) e Eucabpius
(MyTtaceae).
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